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PRILOGA: Rezultati meritev absorbance in fluorescence 
PRILOGA B: Spremljanje sprememb strukture mab s spektrofotometričnim merjenjem
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Monoklonska protitelesa (mAb) so proteini, ki jih proizvajajo celice plazmatke kot 
odgovor na specifični antigen, ter se uporabljajo za diagnostične in terapevtske namene. Z 
napredovanjem medicine v novo dobo osebne terapije je v središču uporaba monoklonskih 
protiteles, s katerimi zdravimo širok spekter bolezni. Od prve izdaje dovoljenja za klinično 
uporabo monoklonskih protiteles pred več kot 30 leti se je industrija eksponentno razširila 
in jo sedaj vrednotijo že na milijarde dolarjev. Z velikim napredkom na področju genskega 
inženiringa in biomedicinskih raziskav, je večina študij na mAb usmerjena v iskanje novih 
tarč in povečanje učinkovitosti v klinični uporabi. Poleg tega je ena glavnih vej raziskav 
tudi zmanjševanje stranskih učinkov terapevtskih mAb in zmanjševanje celotnih 
ekonomskih stroškov (Liu, 2014). 
 
Molekula imunoglobulina je sestavljena iz dveh težkih (H) in dveh lahkih (L) verig. 
Funkcionalno so lahko razdeljene na variabilno področje (V), ki veže antigen in konstantno 
področje (C), ki določa efektorske funkcije, kot je aktivacija komplementa ali vezava na 
receptor Fc na efektorskih celicah (Schroeder in Cavacini, 2010). Za proizvodnjo 
monoklonskih protiteles uporabljamo različne ekspresijske sisteme. Za proizvodnjo velikih 
in kompleksnih proteinov, ki zahtevajo post-translacijske modifikacije (PTM) za njihovo 
biološko aktivnost, imajo največ prednosti živalski ekspresijski sistemi. V glavnem se 
proizvajajo v ovarijskih celicah kitajskega hrčka (CHO) in mišjih mielomskih celicah 
(NS0, SP2/0). Celične linije CHO so največkrat uporabljene za izražanje glikoproteinov 
zaradi njihove obsežne karakterizacije in sposobnosti za glikozilacijo, ki je podobna 
človeški (Durocher in Butler, 2009). Glikozilacija je zelo kritična modifikacija terapevtskih 
proteinov, za katero je znano, da spreminja izkoristek, učinkovitost, topnost, stabilnost 
(predvsem pred proteolizo), imunogenost in hitrost izločanja učinkovine iz telesa (obtoka) 
(Ghaderi in sod., 2012).  
 
Poznamo različne tipe glikozilacije, dve najbolj pogosti sta N- in O-glikozilacija. Pri obeh 
poteka kovalentno pripenjanje glikanov oziroma modifikacija stranskih verig aminokislin 
(AK). Oligosaharidi, ki so najpogosteje vezani na proteine so N-glikozidne verige, poleg 
tega so ti glikani tudi veliko bolj kompleksni kot O-glikani (Merry in Astrautsova, 2010). 
Težka veriga protitelesa vsebuje N-glikane, vezane na Asn297 v konstantnem področju 
CH2 (Reusch in Tejada, 2015). 
 
Ustrezna glikozilacija je eden od kritičnih atributov kakovosti, ki mora biti skrbno 
kontroliran, da se zagotovi varnost in učinkovitost komercialnih mAb (Zhang L. in sod., 
2016). Prav zato je temeljita karakterizacija vsebnosti sladkornih ostankov, strukture 
sladkorne verige in glikozilacijskih mest, ki so prisotna na protitelesu, ključnega pomena 
(Reusch in Tejada, 2015). Natančna karakterizacija tipično zahteva encimsko 
predobdelavo (s PNGazami), da bi lahko identificirali in ovrednotili N-glikane, ki jih 
vsebuje določeno mAb (Chen in Flynn, 2007).   
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1.1 NAMEN IN POVOD DELA       
Zaradi kompleksnosti in zamudnosti dosedanjih analitskih metod je smiselno poiskati 
alternativne tehnike. Ker so glikanske strukture v notranjosti protiteles, jih je potrebno 
predobdelati, kar lahko naredimo na različne načine. Poleg že omenjene encimske metode, 
kjer pride do cepitve glikanov, je možna tudi termična predobdelava, pri kateri pride do 
delnega odprtja strukture. Pred kratkim je bil opisan tudi pojav, pri katerem interakcija s 
proteinom A ošibi strukturo in jo začasno reverzibilno spremeni. Tovrstne predhodne 
obdelave bi lahko imele pozitivne učinke na separacijo različnih izooblik, kar želimo 
preveriti med raziskovalnim delom. Cilj naloge je bil, izvesti različne načine predobdelave 
monoklonskih protiteles, natančno okarakterizirati predobdelavo z elektroforetskimi in 
kromatografskimi tehnikami in preveriti, kako predobdelava vpliva na ločbo s pomočjo 
ionske izmenjevalne kromatografije ter interakcijo z lektini. 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE   
Pred začetkom eksperimentalnega dela smo postavili naslednje tri delovne hipoteze: 
 
 Termično predobdelavo protiteles je mogoče izvesti brez nastopa agregacije. 
 Z reverzibilno vezavo monoklonskega protitelesa na protein A je mogoče 
spremeniti njegovo konformacijo. 
 Predobdelava monoklonskega protitelesa ima vpliv na interakcijo z lektini in 
ločbo na ionsko izmenjevalni kromatografiji. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 IMUNSKI ODZIV  
Imunski odziv se začne, ko limfocit prepozna antigen in pride do aktivacije celic B. V 
odgovor na antigen se začne proliferacija antigen-specifičnih celic, kar vodi do ekspanzije 
klona in diferenciacije v plazemske celice (plazmatke), ki izločajo protitelesa 
(imunoglobuline) (Abbas in sod., 2015). V limfocitih B (celice B) prihaja do naključnega 
somatskega preurejanja imunoglobulinskih genov. Tako prihaja do nastanka različnih 
imunoglobulinov (Ig), ki so izraženi na površju celice B kot antigen-specifični receptor. 
Večina antigenov je sestavljenih iz več epitopov in vsak lahko spodbudi drugo celico B, 
posledično nastane veliko število specifičnih protiteles. Tako dobimo imunski serum, ki je 
sestavljen iz različnih protiteles, proizvedenih v celicah B, katere so bile spodbujene s 
strani različnih epitopov istega antigena (Zhao, 2017). 
 
Neproteinski antigeni spodbudijo izločanje protiteles z omejenim obsegom funkcij in nižjo 
afiniteto do antigena. Proteinski antigeni skupaj s celicami T spodbudijo proizvodnjo 
različnih protiteles z različnimi funkcijami in višjo afiniteto. Poleg tega, proteinski antigeni 
spodbudijo nastanek dolgo-živečih celic, ki izločajo protitelesa in spominskih celic B. 
Sproščena protitelesa se vežejo na zunajcelični antigen in sprožijo mehanizme, ki le-tega 
odstranijo. Poznamo več različnih razredov imunoglobulinov oziroma različne izotipe 
(IgA, IgD, IgE, IgG, IgM), ki imajo različne lastnosti in funkcije (Abbas in sod., 2015).  
2.1.1 Struktura protiteles 
Imunoglobulini so sestavljeni iz dveh težkih (H) in dveh lahkih (L) verig, kjer je lahko L 
del sestavljen iz κ ali λ verige. Težka in lahka veriga vsebujeta NH2 konec, ki mu rečemo 
variabilno (V) področje in COOH konec, ki je na konstantnem (C) področju protitelesa. 
Vsako variabilno ali konstantno področje vsebuje okoli 110-130 aminokislin in je veliko 
okoli 12-13 kDa. V lahkih verigah najdemo samo eno konstantno področje, medtem ko 
imajo težke verige po tri ali štiri konstantna področja. Običajna masa lahke verige je 25 
kDa, težke verige s tremi konstantnimi področji CH pa 50 kDa. Na splošno konstantno 
področje težke verige definira efektorsko nalogo, medtem ko variabilni področji opredelita 
antigensko specifičnost. Konstantno področje težke verige je običajno opredeljeno kot 
CH1-CH2-CH3 za IgG, IgA in IgD, ali z še enim dodatnim področjem (CH4) pri IgM in IgE 
(Schroeder in Cavacini, 2010).  
 
Zgodnje študije struktur Ig, so bile omogočene z encimsko cepitvijo do fragmentov 
molekule. Papain cepi IgG na dva fragmenta Fab, od katerih lahko vsak veže antigen, in na 
en fragment Fc. Struktura protitelesa in mesto cepitve s papainom sta prikazana na sliki 1. 
Pepsin cepi malo nižje od papaina, in sicer pod S-S vezjo fragmenta Fc, zato nastane 
fragment pFc in en dimeren fragment F(ab)2, ki lahko prav tako veže antigen. Fragment 
Fab je sestavljen iz variabilnih področij težke (VH) in lahke (VL) verige ter konstantnega 
področja lahke (CL) verige in konstantnega področja težke (CH1) verige. Variabilno 
področje fragmenta Fab lahko naredimo tudi z genskim inženiringom. Zanimiva so tudi 
protitelesa v kamelah in morskih psih, ki nimajo lahkih verig in uporabijo za vezavo 
antigena samo težko verigo. Čeprav tovrstna protitelesa pri ljudeh niso prisotna, jih 
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poskušajo humanizirati, da bi jih lahko uporabili za terapevtske in diagnostične namene 
(Schroeder in Cavacini, 2010). 
 
 
Slika 1: Struktura protitelesa IgG (Ihan, 2011). 
2.1.2 Imunoglubolini G (IgG) 
Imunoglobulini G so prevladujoči izotip protiteles v telesu. Imajo najdaljšo razpolovno 
dobo v serumu izmed vseh izotipov. Prav tako so tudi najbolj razširjeni razred 
imunoglobulinov. Na podlagi strukturnih, antigenskih in funkcionalnih razlik v 
konstantnem področju težke verige, predvsem v področjih CH1 in CH3, so IgG razdeljeni 
na štiri podrazrede (IgG1, IgG2, IgG3 in IgG4). Razlike v področju CH vplivajo na 
prožnost in afiniteto. Gibljivost ali prožnost fragmenta Fab in fragmenta Fc, je primarno 
kontrolirana s konstantnim področjem težke verige CH1 in pregibno regijo protitelesa. 
Podrazredi IgG imajo različne funkcije, poleg tega pa tudi različno definirane afinitete do 
receptorja FcγR (I, II in III). Receptorji FcγR so eni najbolj pomembnih izmed receptorjev 
Fc, saj inducirajo fagocitozo opsoniziranih (označenih) mikrobov in so tako ključnega 
pomena za vzdrževanje zdravega imunskega sistema. IgG1 in IgG3 vežejo vse tri 
receptorje FcγR. IgG4 vežejo receptorja FcγRII in FcγRIII, čeprav je vezava bistveno 
šibkejša kot pri IgG1. IgG2 pa vežejo samo receptor FcγRII. Obstajajo tudi podobnosti 
med podrazredi v sodelovanju pri sekundarnem imunskem odzivu. Na primer, IgG1 in 
IgG3 so na splošno inducirana kot odziv na proteinske antigene, medtem ko so IgG2 in 
IgG4 povezani s polisaharidnimi antigeni (Schroeder in Cavacini, 2010). 
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2.2 BIOLOŠKA ZDRAVILA 
Terapevtski uspeh biotehnoloških zdravil vse bolj spreminja farmacevtski trg. Bolj pogosto 
jim pravimo kar biološka zdravila. Mednje med drugimi prištevamo tudi monoklonska 
protitelesa in rekombinantne verzije endogenih proteinov. Izteki patentov bioloških zdravil 
(originatorska oz. izvorna zdravila) so odprli področje tako imenovanim biološko 
podobnim zdravilom. Za razliko od generičnih zdravil, kjer je aktivna spojina identična kot 
v izvornem zdravilu, so v bioloških zdravilih podobna in ne identična. Manjše razlike med 
aktivnimi spojinami so dovoljene, če niso klinično pomembne, saj je nemogoče izdelati 
biološko aktivno spojino, ki bi bila popolnoma identična izvorni. Podobnost v smislu 
kakovosti, biološke aktivnosti, učinkovitosti in prenašanju zdravila, mora biti zagotovljena. 
Biološke aktivne učinkovine so velike molekule, sintetizirane v celičnem sistemu z 
uporabo tehnologije rekombinantne DNA. Uporabljajo se za zdravljenje, diagnosticiranje 
ali za preprečevanje različnih bolezni. V bioloških zdravilih so lahko od 200 do 1000-krat 
večje molekule kot v klasičnih zdravilih, ki vsebujejo večinoma majhne molekule. Poleg 
tega so tudi veliko kompleksnejše iz strukturnega vidika. Biološke aktivne učinkovine so 
izjemno občutljive na proizvodne pogoje, saj lahko že majhne spremembe pripeljejo do 
razlik v strukturi in stabilnosti končnega produkta. Prav zaradi tega jih je veliko težje 
proizvesti in okarakterizirati (Blandizzi in sod., 2017).  
2.2.1 Monoklonska protitelesa (mAb) 
Terapevtska monoklonska protitelesa prepoznajo antigene, ki so izraženi na celični 
površini. S konstantnim delom protitelesa vklopijo receptor FcγR na efektorskih celicah 
(monocitih, makrofagih, celicah naravnih ubijalkah, nevtrofilcih, eozinofilcih in 
dendritičnih celicah) ali pa se vežejo na protein C1q in izzovejo imunske reakcije, kot so 
od protiteles odvisna celična fagocitoza (ADCP), od protiteles odvisna celično 
citotoksičnost (ADCC) in od komplementa odvisna citotoksičnost (CDC) (Reusch in 
Tejada, 2015). Dolgo časa je bil glavni cilj raziskovalcev pridobiti čiste populacije 
protiteles proti poznanemu epitopu. Do glavnega preboja je prišlo leta 1975, ko sta Köhler 
in Milstein objavila metodo za rast posameznih klonov celic B po fuziji le-teh z 
mielomskimi celicami (rakaste celice) in izbiri klonov, ki proizvajajo želena protitelesa. 
Takšna protitelesa so poimenovali monoklonska protitelesa, saj so proizvedena samo v 
enem klonu (Zhao, 2017). Celice B so pridobljene iz živali, ki je bila imunizirana z 
antigenom. Slabost teh celic je kratka življenjska doba v in vitro pogojih. Zato so zmešane 
z mielomskimi celicami (rakaste celice), ki se lahko neomejeno razmnožujejo v tkivni 
kulturi. Mielomska celična linija nima specifičnega encima, ki je nujno potreben za 
preživetje na HAT gojišču (Hipoksantin, Aminopterin in Timidin). Fuzirane celice, ki 
vsebujejo jedro mielomske celice in celice B, preživijo na tem gojišču, saj celica B priskrbi 
manjkajoči encim. Tako lahko s fuzijo dveh celičnih linij in gojenjem na HAT gojišču, 
pridobimo fuzirane celice, ki jim rečemo hibridomi. Le-ti rastejo neprestano, saj imajo 
podedovano nesmrtnost od mielomskih celic. Iz populacije hibridomov izberemo in 
nadaljnjo gojimo individualne celice, ki proizvajajo protitelesa proti specifičnemu 
antigenu. Protitelesa, ki izhajajo iz enega klona, imenujemo monoklonska protitelesa 
(Abbas in sod., 2015).  
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Od prvega opisa proizvodnje monoklonskih protiteles s hibridomsko tehnologijo (Köhler 
in Milstein, 1975), je bilo vpeljanih veliko sprememb in izboljšav v njihovi proizvodnji. 
Prav tako je prišlo do pomembnega napredka pri uporabi monoklonskih protiteles in 
njihovih derivatov v klinični praksi (Geskin, 2015). Prva monoklonska protitelesa so bila 
proizvedena v miših, zato so se imenovala mišja monoklonska protitelesa. Vendar so 
kmalu opazili, da prihaja v človeškem telesu do imunogenosti, procesa oz. imunskega 
odziva, v katerem telo tvori protitelesa proti mišjemu proteinu, saj ga prepozna kot tujek. 
Imunogenost so postopoma zmanjševali s pomočjo tehnologije rekombinantne DNA, s 
katero so začeli izdelovati protitelesa bolj podobna človeškim. Najprej so izdelali himerna 
monoklonska protitelesa, ki imajo konstantno regijo sestavljeno iz človeškega 
aminokislinskega zaporedja, variabilno pa iz mišjega. Imunogenost so še bolj zmanjšali z 
izdelavo humaniziranih monoklonskih protiteles, kjer je le še okoli 15 % mišjega 
zaporedja. Najmanjšo stopnjo imunogenosti jim je uspelo pridobiti šele z uvedbo 
tehnologije bakteriofagnega prikaza in izdelavo humanega monoklonskega protitelesa. 
Razlike, v deležu človeškega aminokislinskega zaporedja, med vsemi štirimi mAb so 
prikazane na sliki 2 (Štrukelj in sod., 2015). 
 
 
Slika 2: Shematski prikaz strukture in imunogenosti različnih terapevtsko uporabnih monoklonskih protiteles 
(Štrukelj in sod., 2015) 
Glavne tarče izboljševanja učinkovitosti mAb so poleg imunogenosti tudi jakost vezave na 
antigen, efektorske funkcije in farmakokinetika. Jakost vezave na antigen lahko 
izboljšamo, tako da iz bakteriofagne knjižnice izoliramo protitelesa, ki imajo najboljšo 
afiniteto do antigena. Še zmeraj pa je včasih treba izbrati protitelesa z manjšo afiniteto, 
zaradi boljšega prodora v tumor. Efektorske funkcije so lahko izboljšane z genskim 
inženiringom regije Fc, tako da vsebuje točkovne mutacije ali glikozilacije. Primer take 
izboljšave sta opisala Yamane-Ohnuki in Satoh (2009), kjer so s protitelesi z odstranjenim 
fukoznim ostankom povečali afiniteto do receptorja FcγRIIIa in okrepili celično 
posredovano citotoksičnost odvisno od protiteles (ADCC). Protitelesa brez fukoznega 
ostanka, premagajo kompeticijo s serumskimi IgG, saj imajo večjo afiniteto do receptorja 
FcγRIIIa na celici naravni ubijalki. Prav ta vezava povzroči povečano ADCC, ki je 
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Še posebej zanimiv vidik učinkovitosti protiteles je njegova edinstvena farmakokinetika 
znotraj telesa. Tako je na primer bilo ugotovljeno, da je biološka dostopnost IgG v plazmi 
delno odvisna od njegove interakcije z neonatalnim receptorjem FcRn. Funkcija tega 
receptorja je reševanje IgG pred razgradnjo z lizosomi, tako da jih reciklira nazaj v plazmo 
in s tem podaljša razpolovno dobo. Eden od načinov podaljševanja razpolovnega časa IgG 
v plazmi je razvijanje in proizvodnja novih monoklonskih protiteles, ki imajo večjo 
afiniteto do receptorja FcRn (Liu, 2014). Še eden od načinov za izboljšanje 
farmakokinetike, je kovalentno pripenjanje polietilen glikola (PEG) na protitelesa, kar 
imenujemo pegilacija. Preoblikovanje protiteles s PEG pozitivno vpliva na več lastnosti. 
Med njih spadata tudi zmanjšanje imunogenosti in podaljšanje razpolovnega časa IgG v 
plazmi (Chapman, 2002). 
2.3 POST-TRANSLACIJSKE MODIFIKACIJE (PTM) 
Post-translacijske modifikacije (PTM) imajo lahko velike učinke na strukturo in dinamiko 
proteinov, ki posledično vplivajo na njihovo funkcijo. Za razumevanje in povezovanje 
strukturnih sprememb, povzročenih s post-translacijskimi modifikacijami, ki se odražajo v 
funkcijskih spremembah, je potrebno te strukturne spremembe prepoznati in lokalizirati v 
proteinu (Houde in sod., 2010). Trenutno so sesalske celice prevladujoč sistem za 
proizvodnjo monoklonskih protiteles, saj lahko izvedejo kompleksne PTM. S pomočjo teh 
procesov se protein zvije v aktivno obliko, ki je nujno potrebna za učinkovitost in 
stabilnost mAb. Te proteinske modifikacije vključujejo napačno zvijanje in agregacijo, 
oksidacijo metionina, deamidacijo asparagina in glutamina, spremenljive glikozilacije in 
proteolize. Takšne spremembe ne predstavljajo izzivov samo pri natančni in dosledni 
proizvodnji, ampak imajo tudi posledice za bolnika, saj lahko nepravilna modifikacija vodi 
do imunskega odziva (imunogenost) na terapevtski protein (Jenkins in sod., 2008).  
2.3.1 Glikozilacija 
Glikozilacija je daleč najpogostejša in najkompleksnejša post-translacijska modifikacija 
proteinov (Walsh, 2010). Za preproste in kompleksne sladkorje (glikane) že dolgo vemo, 
da igrajo pomembno metabolno, strukturno in fizično vlogo v bioloških sistemih (Varki, 
2017). Dobro dokumentirano je, da glikozilacija proteinov ne le poveča stabilnost 
protiteles in vitro, ampak tudi zaščiti proteine pred proteolitično razgradnjo in vivo (Zhang 
P. in sod., 2016). Vendar v primeru terapevtskih proteinov te modifikacije ne predstavljajo 
vedno pozitivnih učinkov. Direktno lahko vplivajo na proteinsko stabilnost, bioaktivnost in 
imunogenost, zaradi česar je nujno kontroliranje prisotnosti glikanov za zagotavljanje 
kakovosti produkta (Zhang L. in sod., 2016).  
 
Protitelesa imajo verige sladkorjev (glikane), pripete na aminokislinske ostanke. Z drugimi 
besedami, so glikoproteini. Pripeti glikani so zelo pomembni za strukturo in funkcijo 
protitelesa (Reusch in Tejada, 2015). Konstantno področje protitelesa določa efektorske 
funkcije z vezavo na receptor Fc (FcR) ali z aktivacijo drugih imunskih mediatorjev, kot je 
aktivacija komplementa. Zaradi tega lahko spremembe v konstantnem področju močno 
vplivajo na rezultat interakcije med protitelesom in antigenom. Poleg tega vplivajo tudi na 
afiniteto ali kinetiko vezave protitelesa (Schroeder in Cavacini, 2010). Poznamo različne 
tipe glikozilacije, dve najbolj pogosti sta N- in O-glikozilacija. Pri obeh poteka kovalentno 
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pripenjanje glikanov oziroma modifikacija stranskih verig aminokislin (AK): N-
glikozilacija asparaginskih (Asn) amino skupin in O-glikozilacija serinskih (Ser) ali 
treoninskih (Thr) hidroksilnih skupin. Pri N-glikozilaciji so sladkorji vezani na amino 
skupino asparagina preko GlcNAc (N-acetil glukozamin), kar prikazuje tudi slika 3 (Merry 
in Astrautsova, 2010). Oligosaharide, ki so vezani na hidroksilno skupino serinskega ali 
treoninskega ostanka preko GalNAc (N-acetil galaktozamina), imenujemo O-glikani 
(prikazano na sliki 3). Nadaljnje podaljševanje jedrne strukture pa prinese veliko število 
različnih O-glikanov, ki so različnih velikosti (Lisowska in Jaskiewicz, 2012). 
 
 
Slika 3: Monosaharidne povezave z aminokislinami, ki jih tvorijo N- in O-vezani oligosaharidi. Osenčena 
območja kažejo vključene atome (dušik iz amino skupine asparagina in kisik hidroksilne skupine serina). (a) 
N-vezan D-GlcNAc b1-Asn in (b) O-vezan D-GalNAc a1-Ser/Thr (Merry in Astrautsova, 2010). 
N-glikozilacija je bolj pogosta in kompleksnejša modifikacija proteinov v primerjavi z O-
glikozilacijo (Merry in Astrautsova, 2010). N-glikozilacija se začne v endoplazmatskem 
retikulumu, kjer je glikanska veriga dodana na Asn. Glikanska veriga je nato skrajšana s 
pomočjo različnih glikozidaz in nastali glikoprotein je prenesen v Golgijev aparat (GA) za 
nadaljnje modifikacije. V GA so proteinski glikani podvrženi večstopenjskemu procesu 
krajšanja in preoblikovanja, ki je kataliziran z različnimi encimi, kar pripelje do različnih 
N-glikanskih struktur (Zhang L. in sod., 2016). Strukturna kompleksnost glikanske 
molekule je povečana z njeno razvejanostjo, različnim zaporedjem monosaharidov in 
različno dolžino glikanov. Jedrna struktura N-glikanov se lahko razlikuje zaradi različnih 
encimov, ki sodelujejo pri glikozilaciji (Batra in Rathore, 2016) in različnih uporabljenih 
ekspresijskih sistemov (Reusch in Tejada, 2015). Tako dobimo tri različne strukture N-
vezanih glikanov: kompleksna, hibridna in tip strukture z visoko vsebnostjo manoze 
(Reusch in Tejada, 2015). Kompleksna struktura vsebuje N-acetilglukozamin, manozo, 
galaktozo, fukozo in sialično kislino. Struktura z visoko vsebnostjo manoz, je sestavljena 
samo iz N-acetilglukozamina in manoze. Hibridni glikani pa vsebujejo verige iz obeh 
struktur (Merry in Astrautsova, 2010). Primeri vseh treh struktur N-glikanov so prikazani v 
spodnji preglednici (preglednica 1). Terapevtski glikoproteini so lahko proizvedeni v 
sesalskih celicah, kvasovkah, rastlinskih celicah ter gensko spremenjenih živalih ali 
rastlinah (transgene živali in rastline). Vsak gostiteljski sistem ima svoj edinstveni 
mehanizem za glikozilacijo, ki proizvaja proteine z lastnim glikanskim vzorcem. Na 
primer, celice sesalcev (ovarijske celice kitajskega hrčka) se pogosto uporabljajo za 
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proizvodnjo terapevtskih glikoproteinov, saj izdelujejo podobne glikane, kot jih proizvaja 
človeško telo. Vendar pa lahko vsebujejo ti proteini tudi manjše ne-humane glikanske 
modifikacije, kot so N-glikoliluraminska kislina (Neu5Gc) in terminalna α1-3-galaktoza 
(α-Gal), ki sta imunogeni. Na glikozilacijo proteinov pa ne vplivajo samo encimi in tip 
gostiteljske celične linije, ampak tudi nihanja v fermentacijskih pogojih kot so medij, pH, 
temperatura in mešanje/stresanje (Zhang L. in sod., 2016). 
Preglednica 1: Nekatere glikostrukture, ki jih najdemo v konstantnem delu terapevtskega protitelesa 
(prirejeno po Reusch in Tejada, 2015). 
Ime Klasifikacija Struktura 
G0F Kompleksna, fukozilirana 
 
G2S2F Kompleksna, fukozilirana 
 








Z uporabo sesalskih celic kot ekspresijski sistem običajno dobimo kompleksni tip 
biantenarnega oligosaharida v konstantnem delu protitelesa. Ti glikani imajo lahko v 
osrednjem delu N-acetilglukozamin in fukozo, razlikujejo pa se v vsebnosti terminalne 
galaktoze in sialične kisline. Nekateri IgG vsebujejo dodatne N-glikane v variabilnih 
področjih protitelesa, ki naj bi se razlikovali od tistih v področju Fc. Na splošno naj bi bili 
bolj galaktozilirani in imeli višjo vsebnost sialičnih kislin. Glikozilacija v variabilnem 
področju še ni tako dobro raziskana kot glikozilacija v konstantnem področju. Pri približno 
15-20 % IgG so prisotni tudi N-glikani v variabilnem področju (Reusch in Tejada, 2015).  
 
Težka veriga vsebuje N-glikane, vezane na Asn297 v konstantnem področju CH2, kar je 
prikazano na sliki 4. Dve glikanski verigi, ki sta vezani vsaka na svojem konstantnem 
področju težke verige CH2, sta pogosto različni in tako prispevata k asimetričnemu vezanju 
regije Fc na receptor. Poleg tega glikozilacija tudi stabilizira konstantno področje (Reusch 
in Tejada, 2015). 
 
10 
Poglajen U. Vpliv predobdelave monoklonskih protiteles na ločbo izooblik … lektini. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
 
 
Slika 4: Struktura IgG z oligosaharidom pripetim na Asn297 v konstantnem področju težke verige CH2 
(Jefferis, 2012). 
Veliko glikoproteinov vsebuje N- in O-vezane glikane, poleg tega imajo več glikanskih 
verig na eno molekulo. Ni pa nujno, da so vsi asparaginski ali serinski in treoninski ostanki 
zasedeni z ogljikovimi hidrati. Tridimenzionalna struktura proteina otežuje dostopnost 
predelovalnim encimom, zato lahko prihaja do različne zasedenosti aminokislinskih 
ostankov. Za N-vezavno glikozilacijo je potrebno prepoznavno zaporedje, ki je sestavljeno 
iz Asn-X-Ser/Thr trojčka, kjer je X lahko ostanek katerekoli aminokisline razen prolina 
(Merry in Astrautsova, 2010). 
 
Glavna efektorska funkcija protiteles je od protiteles odvisna celična citotoksičnost 
(ADCC). Efektorske celice (celice naravne ubijalke in monociti) so aktivirane s strani 
kompleksa antigen-protitelo. Celice uničijo tarčo označeno s protitelesom, preko  vezave 
kompleksa na receptor FcγR. Aktivnost te funkcije je odvisna od sestave glikanov, ki se 
nahajajo v konstantnem področju protitelesa. S prisotnostjo ali odsotnjostjo določenega 
monosaharida v N-glikanu, povečamo ali zmanjšamo afiniteto do receptorja FcγR. Od tega 
dela pa je odvisno ali je vezava na receptor FcγR aktivirana ali inhibirana. Druga 
efektorska funkcija, ki je prav tako močno odvisna od sestave glikanov, je od komplementa 
odvisna citotoksičnost (CDC), kjer pride do vezave med molekulami komplementa (C1q) 
in konstantnim področjem protitelesa. Za CDC mora protitelo vsebovati glikan s 
kompleksno strukturo, ki vsebuje vsaj dva N-acetilglukozamina ter več galaktoz in 
sialičnih kislin (Schroeder in Cavacini, 2010). 
2.3.2 Vpliv strukturne heterogenosti glikana na funkcije protiteles 
Glikoproteini, ki jih proizvajajo žive celične linije, so lahko zaradi kompleksnosti 
glikozilacijskega procesa heterogeni na makro in mikro nivoju. Makro nivo heterogenosti 
se nanaša na variabilnost glikozilacijskih mest in števila glikanov. Medtem ko se mikro 
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nivo nanaša na strukturne variabilnosti glikana na specifičnem mestu. Oba, mikro in makro 
nivoja heterogenosti, prispevata k raznovrstnosti glikoform, ki se razlikujejo v mestih 
glikozilacije in strukturi glikanov (Zhang L. in sod., 2016). Funkcije protiteles so lahko 
aktivirane ali znižane, odvisno od stopnje glikozilacije in od vrste terminalnih sladkorjev 
so prisotni. N-glikani, ki so skriti v konstantnem področju težke verige CH2, kažejo 
različne nivoje heterogenosti (Batra in Rathore, 2016).   
2.3.2.1 Fukoza 
Glikani v področju Fc vsebujejo fukozo na α-1,6-položaju vezano na jedrni GlcNAc (Raju, 
2008). S protitelesi brez fukoze povečamo afiniteto do receptorja FcγRIIIa in posledično 
ADCC aktivnost (Batra in Rathore, 2016). Vendar ima večino glikanov v področju Fc, 
proizvedenih v celičnih linijah CHO, pripet fukozni ostanek. Zato je bilo razvitih več 
strategij, s katerimi bi zmanjšali fukozilacijo rekombinantnih IgG (Raju, 2008). Nedavne 
ugotovitve kažejo, da pomanjkanje jedrne fukoze spodbuja tudi ADCP, ki jo izvajajo 
FcγRIIIa-pozitivni monociti in makrofagi (Reusch in Tejada, 2015).  
2.3.2.2 Galaktoza 
Prisotnost glikanov s končnim galaktoznim ostankom na protitelesih, je manj raziskano in 
definirano v primerjavi s fukoznim ostankom. Ugotovljeno je bilo, da se aktivnost CDC 
poveča ob prisotnosti galaktoznega ostanka ter da z odstranitvijo le-tega pride do 
zmanjšane aktivacije komplementa in posledične lize celic. Prisotnost terminalne galaktoze 
vpliva na strukturo v konstantnem področju težke verige CH2, kar se odraža kot okrepljena 
afiniteta do receptorja FcγR in izboljšana aktivnost ADCC (Batra in Rathore, 2016). 
2.3.2.3 Sialična kislina 
Dodatek terminalne sialične kisline pokaže ravno nasproten vpliv, saj zmanjša aktivnost 
ADCC zaradi zmanjšane afinitete do receptorja FcγRIIIa (Batra in Rathore, 2016). Na 
razpolovno dobo vpliva pozitivno, saj jo številnim glikoproteinom podaljša (Raju, 2008). 
Ostanki sialične kisline imajo pozitivne in negativne učinke na protitelesa, zato je 
preverjanje prisotnosti sialičnih ostankov nujno potrebno za reguliranje ADCC aktivnosti 
in strukturne stabilnosti (Batra in Rathore, 2016).  
2.3.2.4 N-acetilglukozamin 
Terminalni ostanki GlcNAc povečajo termično stabilnost področja CH2. Po odstranitvi teh 
ostankov so opazili znatno zmanjšanje termične stabilnost, skupaj z zmanjšanjem afinitete 
do receptorja Fc (Batra in Rathore, 2016). Glikoproteini s terminalnim ostankom GlcNAc, 
se vežejo na receptor za manozo in sodeč po nekaterih raziskavah (Raju, 2008) skrajšajo 
razpolovno dobo v serumu. Obstajajo pa tudi raziskave na rekombinantnih monoklonskih 
protitelesih (Jones in sod., 2007), ki so pokazale ob podobni vsebnosti terminalne GlcNAc 
daljšo razpolovno dobo v serumu. Zaradi nasprotujočih si rezultatov za zdaj še ni mogoče 
zaključiti, da terminalna GlcNAc kislina močno vpliva na farmakokinetične lastnosti IgG. 
Po drugi strani pa je bilo dokazano, da se IgG s terminalnimi ostanki GlcNAc vežejo na 
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serumski protein, ki veže manozo in s tem aktivirajo alternativno komplementno kaskado 
in vitro. Poleg tega se ob povečani vsebnosti terminalne GlcNAc in posledično zmanjšani 
vsebnosti galaktoze, zmanjša stopnja vezava protiteles na C1q in aktivnost CDC (Raju, 
2008). 
2.3.2.5 Manoza 
Glikoproteini z visoko vsebnostjo manoze se vežejo na receptor za manozo in posledično 
pride do krajšega razpolovnega časa v plazmi. Poleg razpolovnega časa, glikani z visoko 
vsebnostjo manoz v regiji Fc vplivajo tudi na efektorske funkcije protiteles. Podobno kot 
pri IgG brez jedrne fukoze tudi tu pride do boljše vezave na receptor FcγRIIIa in 
posledično večje aktivnosti ADCC. Opozoriti je potrebno, da tovrstni N-glikani ne 
vsebujejo fukoznih ostankov, zato ni povsem jasno, kateri sladkorni ostanki so odgovorni 
za izboljšano afiniteto in povečano aktivnost ADCC. Negativni učinek se pokaže z 
zmanjšanjem afinitete do C1q in zmanjšano aktivnostjo CDC (Raju, 2008). Določanje in 
spremljanje terminalne manoze je pomemben parameter pri kontroli kakovosti, saj ima 
velik vpliv na farmakokinetične lastnosti protitelesa (Batra in Rathore, 2016). 
2.4 KRITIČNI ATRIBUTI KAKOVOSTI (CQA) 
Kritični atributi kakovosti so opredeljeni kot fizikalna, kemična, biološka ali mikrobiološka 
lastnost, ki mora biti znotraj ustreznega območja, da se zagotovi želena kakovost, varnost 
in učinkovitost izdelka. Opredelitev teh parametrov je sestavni del načrtovanja 
eksperimentov ob uporabi »quality by design« (QbD) pristopa pri razvoju izdelka, skupaj z 
opredelitvijo procesnih parametrov, ki vplivajo na te kritične atribute kakovosti. Ko način 
delovanja protitelesa v telesu vključuje efektorsko funkcijo, je glikozilacija eden glavnih 
virov heterogenosti z možnim vplivom na varnost in učinkovitost zdravila. Zato je 
glikozilacija kritični proizvodni parameter, ki ga je treba spremljati. Temeljita 
karakterizacija vsebnosti sladkornih ostankov, strukture sladkorne verige in 
glikozilacijskih mest, ki so prisotna na protitelesu, je ključnega pomena (Reusch in Tejada, 
2015).  
2.4.1 Varnost/Imunogenost 
Ocena kritičnih atributov kakovosti v zvezi z varnostjo in imunogenostjo zdravila ne more 
biti opravljena neodvisno od kvalitativne in kvantitativne analize različnih glikoform. Prav 
tako je treba upoštevati neklinične študije in klinične izkušnje. Varnost se ocenjuje na 
podlagi nekliničnih opazovanj, najpogosteje iz študij na primatih kot tudi na podlagi 
opaženih kliničnih neželenih dogodkov (adverse events – AE). Te neželeni učinki so lahko 
povezani z nastankom protiteles proti zdravilni učinkovini (anti-drug antibody – ADA) ali 
pa so neodvisni od ADA (Reusch in Tejada, 2015). 
 
Med neželene učinke spadajo reakcije, povezane z infuzijo (IRR), reakcije na mestu 
injiciranja, preobčutljivost, anafilaksija, izpuščaji, nevtropenija, trombocitopenija itd. 
Reakcije povezane z infuzijo so lahko povezane z glikozilacijo v regiji Fc IgG, saj je 
dokazano, da lahko nekatere glikoforme vplivajo na aktivacijo komplementa. Poleg tega 
lahko glikani v regiji Fc, ki vplivajo na efektorske funkcije, vplivajo tudi na varnost 
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zdravila, saj je za neželen učinek večinoma potrebna interakcija med regijo Fc protitelesa 
in receptorjem FcγR bolnika. Nekatera protitelesa pa stimulirajo tudi proliferacijo 
limfocitov T in produkcijo citokinov, kar privede do neželenih učinkov (Reusch in Tejada, 
2015).  
2.4.2 Biološka aktivnost (učinkovitost) 
Biološka učinkovitost protiteles, kot je njihova sposobnost, da aktivirajo od protiteles 
odvisno celično citotoksičnost (ADCC), je odvisna od lastnosti vezave z receptorjem 
(Szabo in sod., 2011). Čeprav glikozilacija najbrž ne vpliva na interakcijo protitelesa s 
tarčo, ima vpliv na efektorske funkcije z vezavo na receptorje FcγR na imunskih celicah 
(Jiang in sod., 2011).  
2.4.3 Farmakokinetika 
Izločanje zdravila ima močan vpliv na učinkovitost terapevtskih protiteles. IgG protitelesa 
so zaščitena pred hitro lizosomsko razgradnjo skozi reciklirni mehanizem neonatalnega 
receptorja Fc (FcRn), kateri tudi razloži dolgo razpolovno dobo IgG molekul v serumu. Ta 
receptor se neodvisno od prisotnosti glikanov v regiji Fc veže na področje CH2/CH3 
(Mimura in sod., 2018). Poleg tega mehanizma, obstajata še dve poznani glavni poti za 
selektivno izločanje glikoproteinov iz telesa. Glikoproteini z dostopno terminalno 
galaktozo se vežejo z receptorjem ASGRP in so posledično izločeni iz cirkulacije. Drugi 
način izločanja glikoproteinov poteka preko receptorja za manozo, ki je najbolj izrazito 
izražen na imunskih celicah. Receptor za manozo se veže z manozo ali N-
acetiluglukozaminom v N-glikanu (Higel in sod., 2016). Glikani z visoko vsebnostjo 
manoz so pogosto prisotni v rekombinantnih protitelesih, proizvedenih v celičnih linijah 
CHO in imajo krajšo razpolovno dobo v primerjavi z glikani s kompleksno strukturo 
(Mimura in sod., 2018). Glikane z visoko vsebnostjo manoze bi bilo potrebno obravnavati 
kot pomemben atribut kakovosti terapevtskih mAb, ki lahko vpliva na farmakokinetiko 
(Liu, 2015). 
2.5 ANALITSKE METODE 
Najpomembnejše separacijske metode, ki jih v biofarmacevtiki uporabljamo za 
identifikacijo in karakterizacijo učinkovin, so kromatografske in elektroforezne metode. 
Delujejo na principu ločevanja posameznih komponent v vzorcu, ki poteka na osnovi 
različnih fizikalno-kemijskih lastnosti. Pri kromatografiji izkoriščamo molekulsko maso, 
obliko, hidrofilnost oziroma lipofilnost molekul ter njihovo specifično afiniteto do drugih 
substanc (Štrukelj in Kos, 2007). Poleg strukture in funkcionalnosti je za vsako 
monoklonsko protitelo potrebno identificirati in ovrednotiti heterogenost (Kirley in 
Norman, 2018). Da bi lahko identificirali in ovrednotili N-glikane, ki jih vsebuje določeno 
mAb, moramo najprej sprostiti te oligosaharide na površje molekule oziroma odpreti 
strukturo protitelesa. Do sedaj je večina tovrstnih postopkov vključevala encimsko 
predobdelavo, kjer s PNGazo sprostimo N-glikane (Chen in Flynn, 2007). Obstajajo tudi 
posebne mikromreže, na katerih so pripeti dobro okarakterizirani lektini. Vzorec 
glikoproteina inkubiramo na mreži, tako da pride do specifične vezave med določenim 
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lektinom in sladkorno verigo protitelesa. Nevezane glikoproteine speremo, vezane pa 
detektiramo (Štrukelj in Kos, 2007). 
2.5.1 Kromatografija  
Za identifikacijo in ovrednotenje monoklonskih protiteles se največkrat uporabljajo 
kromatografske metode. Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) je glavna 
metoda za analizo degradacije mAb. Metode HPLC, ki jih uporabljamo za oceno 
sprememb v proteinih, običajno temeljijo na spremembi v polarnosti ali naboja proteina. 
Sistem metode HPLC je povzet na sliki 5. Agregate, ki so posledica fizične degradacije, 
običajno spremljamo z gelsko izključitveno kromatografijo, kjer se ločujejo molekule 
različne velikosti (Shire, 2015). Kromatografske metode temeljijo na porazdelitvi 
komponent vzorca med dvema fazama. Imamo stacionarno fazo, ki je večinoma trdna in 
mobilno fazo, ki je lahko tekoča ali plinska (Štrukelj in Kos, 2007).  
 
 
Slika 5: Shema sistema tekočinske kromatografije visoke ločljivosti – HPLC (Töppner in sod., 2014) 
2.5.1.1 Ionsko izmenjevalna kromatografija (IEX) 
Ionsko izmenjevalna kromatografija je kromatografska metoda ločevanja, ki temelji na 
razlikovanju vzorcev glede na naboj proteina. Torej temelji na privlačnih elektrostatskih 
interakcijah med nasprotno nabitimi delci (ioni). Pozitivno (kationsko) ali negativno 
(anionsko) nabite molekule se vežejo na nasprotno nabito stacionarno fazo. Pri določenem 
pH bo protein imel neto naboj, ki ga uravnavajo različni aminokislinski ostanki. Kisli 
ostanki, kot sta asparaginska kislina (Asp) in glutaminska kislina (Glu), prispevajo k 
negativnemu naboju. Na drugi strani bazični ostanki, kot so histidin (His), arginin (Arg) in 
lizin (Lys), prispevajo k pozitivnemu naboju. Kromatografijo običajno izvajamo pri nizki 
ionski moči, tako da se protein lahko veže na nabite ostanke v koloni. Po vezavi jih lahko 
eluiramo s spremembo pH ali povišanjem ionske jakosti (Shire, 2015). 
 
Zaradi njihove visoke izoelektrične točke (pI) uporabljamo za čiščenje monoklonskih 
protiteles običajno dva načina. Lahko jih vežemo in nato eluiramo s kationsko 
izmenjevalno kromatografijo (CEX) ali jih v pretočnem načinu očistimo z anionsko 
izmenjevalno kromatografijo (AEX). Na nosilec (matriks) je vezana stacionarna faza, ki je 
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pri CEX šibka ali močna kislina in pri AEX šibka ali močna baza. Najpogostejši ligand pri 
močni CEX je sulfopropil (SP) in pri močni AEX je kvartarni aminoetil (QAE) (Ulmer in 
sod., 2019). 
 
Kromatografski monoliti so sestavljeni iz enega samega bloka želenih dimenzij, ki 
vsebujejo pore oziroma kanale. Kromatografska kolona z monolitnim diskom je prikazana 
na sliki 6. Pore so zelo dobro medsebojno povezane in tvorijo omrežje kanalov, skozi 
katere gre tok mobilne faze. Prvi monoliti so bili narejeni iz poliakrilamidnega gela. Sledili 
so jim številni drugi monoliti, kot so metakrilatni monoliti, monoliti iz silicijevega 
dioksida, monoliti pripravljeni iz ogljikovih mikrospor, iz celuloze itd. Glavni razlog za 
številne vrste kromatografskih monolitov, so njihove prednosti. Med te spada transport na 
osnovi konvekcije, izredno visoka poroznost, cenejša priprava, enostavno polnjenje kolon 
in visoka zmogljivost za zelo velike molekule. Transport, ki temelji na konvekciji, je 
izjemno pomembna lastnost, ki pospešuje ločevanje in čiščenje velikih bioloških molekul 
(Podgornik in Štrancar, 2005). 
 
 
Slika 6: Kromatografska kolona z monolitnim CIM diskom (Convective Interaction media) (Canadian Life Science Inc., 
2019). 
2.5.1.2 Gelska izključitvena kromatografija (SEC) 
Gelska izključitvena kromatografija je glavna kromatografska metoda za določanje 
velikosti proteinov, predvsem pa jo uporablja za ugotavljanje prisotnosti agregatov. 
Kromatografska kolona je sestavljena iz kroglic s porami določene velikosti, ki omogočajo 
prodiranje molekul. Večja, kot je penetracija v pore, daljši je čas zadrževanja v koloni, kar 
ima za posledico daljši čas eluiranja (Shire, 2015). Na sliki 7 je prikaz kroglice iz kolone s 
povečavo elektronskega mikroskopa. Poleg nje je prikazana tudi pot vzorca skozi kolono 
in zadrževanje molekul v porah kroglice. Slika 8 prikazuje ločbo molekul analiziranega 
vzorca z gelsko izključitveno kromatografijo. Vrhovi predstavljajo frakcije, ki vsebujejo 
molekule različnih velikosti. Prvi vrh prikazuje frakcijo z največjimi molekulami, ki se 
prve eluirajo iz kolone. Zadnji vrh prikazuje najmanjše molekule, ki se najdlje zadržijo v 
porah kroglic. Od injiciranja vzorca do prihoda zadnjega vrha iz kolone je preteklo toliko 
časa oziroma mobilne faze, kot je volumen ene kolone (Size exclusion …, 2014). 
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Slika 7: A - Shematski prikaz kroglice iz kolone z povečavo elektronskega mikroskopa. B – Prikaz poti vzorca skozi 
kolono in zadrževanja manjših molekul v porah kroglice (Size exclusion …, 2014). 
 
Slika 8: Shematski kromatogram, kjer je prikazana razporeditev vrhov, ki so ločeni po velikosti molekul (Size exclusion 
…, 2014). 
Ta metoda je primerna za biomolekule, ki so občutljive na spremembe pH, koncentracijo 
kovinskih ionov ali kofaktorjev in težke okoljske pogoje. Ločevanje je mogoče izvesti v 
prisotnosti potrebnih ionov, kofaktorjev, detergentov, pri nizki ali visoki ionski moči, torej 
pri kakršnih pogojih, ki jih zahteva eksperiment (Size exclusion …, 2014). Izpiranje 
proteina je odvisno tudi od hidrodinamskega volumna, zato oblika zelo pomembno vpliva 
na določanje molekulske mase. Ne glede na nekatere slabosti pri določanju točne 
molekulske mase je lahko SEC zelo uporabna za raziskovanje konformacijskih sprememb 
v proteinu. Tako lahko neodvisne meritve molekulske mase pripeljejo do določanja 
hidrodinamskega radija (Shire, 2015). 
 
2.5.1.3 Afinitetna kromatografija (kolona z vezanim proteinom A) 
Afinitetna kromatografija izkorišča specifične visoko selektivne interakcije med biološkimi 
molekulami. Slaba stran teh kromatografij je v pridobivanju liganda, zaradi česar 
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predstavlja to eno od dražjih metod čiščenja. Afinitetna kromatografija ima tudi več 
prednosti, saj gre za enostaven, hiter in visoko selektiven postopek za izolacijo posameznih 
ciljnih molekul. Zaradi svoje selektivnosti se ta vrsta kromatografije pogosto uporablja za 
čiščenje bioloških zdravil. Najbolj uporaben afinitetni sistem za čiščenje protiteles je 
protein A, ki so ga našli na bakteriji Staphylococcus aureus. Afiniteta med proteinom A in 
IgG je bila ena prvih interakcij, ki so jih raziskali za razvoj čiščenja protiteles (Hober in 
sod., 2007). Protitelo se na protein A veže med drugo in tretjo konstantno domeno težke 
verige. Zaradi vezave pride v protitelesu do konformacijske spremembe v konstantnem 
področju težke verige CH2. S spremembo pH izperemo vezano protitelo iz kolone 
(Gagnon, 2012).  
 
 
Slika 9: Prikaz vezavnega mesta proteina A na strukturi IgG (Gagnon in sod., 2015). 
2.5.2 Spektrofotometrija  
Spektroskopske metode uporabljajo predvsem za analizo strukture proteinov. Večina teh 
metod je hitrih in lahko priskrbijo dragocene podatke o stabilnosti mAb. Metode temeljijo 
na absorbciji svetlobe pri prehodu skozi raztopino vzorca (Shire, 2015). 
2.5.2.1 Optična gostota (OD600) 
Nadzorovanje in analiza agregacije proteinov igra zelo pomembno vlogo pri terapevtskih 
proteinih. Zaradi narave interakcij proteinov se lahko agregacija pojavi v različnih točkah 
proizvodnje procesa protiteles, ki vključujejo fermentacijo, čiščenje, formulacijo, in med 
shranjevanjem. Agregati se med seboj razlikujejo v velikosti, obliki in morfologiji (Mahler 
in sod., 2008). Stopnjo agregacije lahko kvantitativno ovrednotimo z merjenjem motnosti 
pri 600 nm (Pourjabbar, 2015). 
2.5.2.2 Fluorescenčna spektrometrija 
Svetloba je elektromagnetno valovanje, kjer je energija fotonov večja pri nižjih valovnih 
dolžinah. Molekula absorbira foton in posledično se premakne na višji energijski nivo, 
sedaj je molekula v vzbujenem stanju, ki pa ni stabilno. Elektron na višjem energijskem 
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nivoju se ponavadi takoj vrne na osnovni nivo, pri čemer odda energijo v obliki svetlobe, 
toplote ali kemičnega dela. Če je energija oddana v obliki svetlobe, se pojav imenuje 
fluorescenca. Oddana svetloba je vedno daljše valovne dolžine kot absorbirana (Nelson in 
Cox, 2005). Fluorescenca najverjetneje predstavlja najbolj razširjen eksperimentalni 
pristop na področju zvijanja proteinov. Obstaja več razlogov, zakaj je ta metoda tako 
široko uporabljena. Eden izmed razlogov je, da so fluorescenčni signali zelo občutljivi na 
neposredno okolje, ki se v ustreznih okoliščinah, drastično spremeni ob denaturaciji in 
spremembi strukture proteina. Prav tako je fluorescenčna spektrometrija priljubljena zato, 
ker ne zahteva velikih količin analita (Royer, 2006).   
 
Večina proteinov vsebuje aminokislinske ostanke triptofana, tirozina in fenilalanina, ki 
fluorescirajo. Triptofan je, zaradi svojega aromatskega značaja pogosto (čeprav ne vedno), 
v celoti ali delno skrit v hidrofobno notranjost proteina. Z denaturacijo pride do porušenja 
terciarne ali kvartarne strukture proteina. Tako pride do razvijanja proteina in ostanki 
triptofana postanejo bolj izpostavljeni topilu (Royer, 2006). Osnova te metode je detekcija 
spremembe polarnosti mikrookolja aromatskih aminokislin (predvsem triptofana). 
Običajno pride do spremembe izsevane fluorescence, ko je triptofan popolnoma v 
notranjosti strukture in ko je triptofan izpostavljen, kar merimo z emisijskim spektrom med 
330 in 350 nm (Brader in sod., 2015). 
2.5.2.3 Analiza proteina na principu dinamičnega sipanja laserske svetlobe (DLS) 
Danes je DLS priznan kot standardni instrument, ki se pogosto uporablja v industriji, 
predvsem v biofarmacevtski industriji. Poznavanje velikosti, oblike in morfologije delcev 
je zelo pomembno pri razvoju farmacevtskih formulacij proteinov. Ti parametri namreč 
vplivajo na lastnosti protiteles, njihovo topnost, porazdelitev v telesu in posredno tudi na 
tehnologijo njihove proizvodnje (Arzenšek, 2010). Zaradi intenzivnih monokromatičnih 
laserskih svetlobnih virov nam metoda DLS zagotavlja hiter in enostaven način za 
določanje skupnega translacijskega difuzijskega koeficienta oziroma difuzivnosti (Dt) 
makromolekul v suspenziji. Difuzivnost je povezana z velikostjo delcev, saj se majhni 
premikajo hitreje kot veliki. Za vzorce, ki vsebujejo samo eno populacijo molekul, lahko iz 
koeficienta izpeljemo tudi hidrodinamski radij. Analiza proteinov na principu dinamičnega 
sipanja svetlobe je zelo občutljiva na prisotnost agregatov (Lorber in sod., 2012).  
2.6 LEKTINI 
Tradicionalni protokoli za karakterizacijo glikanov v proteinih so odvisni od sproščanja 
sladkorjev iz molekule in kasnejše kvantifikacije z vrsto različnih tehnik, vključno s 
kapilarno elektroforezo, tekočinsko kromatografijo in masno spektrometrijo. Obstaja tudi 
alternativni način za določanje glikanov in sicer z uporabo lektinov. To so naravni proteini, 
ki prepoznajo in reverzibilno vežejo proste ali vezane mono- in oligosaharide. Običajno 
niso katalitsko aktivni, prav tako ne sodelujejo v imunskem odzivu višjih organizmov. 
Najdemo jih lahko v virusih, glivah, rastlinah in živalih. Lektini, za razliko od protiteles, 
nimajo tako visoke specifičnosti in afinitete (Tkac in sod., 2014). 
 
Zaradi njihove edinstvene lastnosti, da lahko vežejo sladkorje, so bili raziskani pri razvoju 
analitike za določanje glikanov. Za uporabne so se izkazali v mikromrežah, kjer so vezani 
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na trdno podlago. Ob nanosu glikoproteinov na lektinski čip, pride do vezave in tako lahko 
določimo glikane, ki so prisotni (Zhang in sod., 2016).  
 
Konkanavalin A je rastlinski lektin, ki je bil identificiran kot fitohemaglutinin. Bil je prvi 
lektin, ki je imel poznano aminokislinsko zaporedje. Konkanavalin A veže manozo 
(Goldstein in Hayes, 1978). Pri pH=7,0 ali več, ima tetramerno strukturo, ki je sestavljena 
iz štirih enakih podenot z velikostjo 26 kDa. V kislem območju (pH=4,5 – 5,5) se pretvori 
v dimerno strukturo. Vsak monomer, neodvisno od pH vrednosti ali strukture, vsebuje dve 
vezni mesti za kovinske ione. Ta mesta morajo biti zapolnjena, da pride do vezave med 





Slika 10: Nativna struktura lektina konkanavalin A (RCSB PDB, 2019). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Biološki material 
3.1.1.1 Monoklonska protitelesa 
Za izvedbo eksperimentalnega dela smo uporabili monoklonska protitelesa, pridobljena iz 
farmacevtske družbe Lek d. d., ki ima sedež v Mengšu (Slovenija). Protitelesa so bila 
shranjena v 1,5 mL mikrocentifugirkah v zamrzovalniku na -80 °C. Začetna koncentracija 
protiteles je 29,7 mg/mL z izoelektrično točko nad 8. Protitelesa so shranjena v 20 mM 
fosfatnemu pufru s pH=6,0.  
3.1.1.2 Lektini   
Lektin Konkanavalin A je bil pridobljen od proizvajalca Medicago. Lektin je liofiliziran in 
v obliki belega prahu. Očiščen je bil z afinitetno kromatografijo. Njegova molska masa je 
104 kDa. Lektin smo pripravili, tako da smo ga raztopili v 20 mM TRIS pufru s 150 mM 
NaCl in dodanimi ioni (CaCl2, MgCl2 in MnCl2).       
3.1.2 Laboratorijska oprema in material 
Pri našem delu smo uporabljali laboratorijski opremo, ki je zbrana v preglednici 2. 
Preglednica 2: Laboratorijska oprema 
Laboratorijska oprema 
Hladilnik (4 °C) 
Ledomat flake line 
Zamrzovalnik ULTRA LOW (-80 °C) 
Kromatografski sistem ÄKTAexplorer 
Črpalka za injiciranje P-960 
Zanke: 100 µl, 150 µl  
Programska oprema Unicorn 5.3.1 
Detektorji: pH/C-900, UV-900, P-900 
Črpalke 
Kromatografska kolona TSKgel G 300 SW 
Kromatografska kolona z vezanim proteinom A 
Kromatografska kolona z monolitskim CIM® nosilcem 
Laboratorijsko stojalo 
Analitska tehtnica XA 60/220/X 
pH meter AD8000 
Magnetno mešalo uniSTIRRER 3 
Avtomatske pipete Research plus  
Vodna kopel LABSONIC 2000 
Spektrofotometer TECAN 
Spektrofotometer Nanodrop 
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Pri našem delu smo uporabljali laboratorijski material, ki je zbran v preglednici 3. 








Merilni valji  
Aluminijasta folija 
Nuča 
Nastavek za filter 
Filtrski papir 
Sistem za vakuumsko filtracijo (filtrni lijak, nastavek s sintranim diskom, kovinska spojka) 
Erlenmajerica za vakuumsko filtriranje 
Celulozni filtri (0,2 µm) 
Magneti 
Magnetna palica 
Mikrocentrifugirke (1,5 mL in 2 mL) 
Centrifugirke (15 in 50 ml) 
Stojala za centrifugirke in epruvete 
Steklenica - reagentna, z zamaškom na navoj (0,5 l in 1 l) 
Brizge 
Igle 
Filtri z nastavkom za brizgo 0,22 µm 
Mikrotitrska plošča P96 (half area) 
Steklene palčke 
 
3.1.3 Uporabljene kemikalije 
Pri našem delu smo uporabljali kemikalije, ki so zbrane v preglednici 4. 
Preglednica 4: Kemikalije 
Kemikalija 
2-amino-2-hidroksimetil-propane-1,3-diol; C4H11NO3; TRIS  
Natrijev klorid; NaCl 
Kalcijev klorid; CaCl2 
Magnezijev klorid; MgCl2 
Manganov klorid; MnCl2 
Polioksietilen (20) sorbitan monolaurat; C58H114O26; Tween 20; Polisorbat 20 
Natrijev fosfat; NaH2PO4 
2-(N-morfolino) etansulfonska kislina; C6H13NO4S; MES 
Natrijev acetat; C2H3NaO2 
Klorovodikova kislina; HCl 
Natrijev hidroksid; NaOH 
Destilirana voda dH2O 
Standardne reagenčne raztopine (za umerjanje pH) 
Etanol 96 % 
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3.2 METODE 
3.2.1 Priprava pufrov 
Pri raziskovalnem delu smo uporabljali za predobdelavo mAb tri različne pufre, in sicer 
TRIS pufer, MES pufer in acetatni pufer. Pufri so se razlikovali v koncentraciji, vsebnosti 
soli in pH vrednosti. Pri ionsko izmenjevalni kromatografiji smo uporabljali fosfatni pufer, 
kjer smo pripravili pufer brez soli in pufer z visoko molarno koncentracijo soli. Za 
izračune točnih količin kemikalij smo uporabili spodnjo formulo (1): 
 
m = c × V × M                                                                                                                … (1) 
 
m … masa kemikalije 
c … koncentracija raztopine 
V … volumen raztopine 
M … molska masa kemikalije 
 
TRIS pufer smo pripravili, tako da smo zatehtali Tris in NaCl v merilni ladjici, ustrezni 
količini smo prenesli v stekleno čašo in z merilnim valjem dotočili 400 mL destilirane 
vode. Čašo smo postavili na magnetno mešalo in mešali, dokler se vsa snov ni raztopila. 
Ob nadaljnjem mešanju smo z dodajanjem raztopine 1 M HCl oz. 1 M NaOH pripravili 
pufer s pH=7,0. Pufer smo prelili v merilno bučko in dodali destilirano vodo do oznake 
500 mL. Na koncu smo ga še prefiltrirali s sistemom za vakuumsko filtracijo (filtrni lijak, 
nastavek s sintranim diskom, kovinska spojka) skozi 0,2 µm in prelili v 500 mL reagenčno 
steklenico. Pripravili smo pufer z 20 mM TRIS in različnimi koncentracijami soli (c=50, 
150 in 300 mM). 
 
V primeru, kjer smo pripravljali pufer, v katerem bomo raztopili lektin konkanavalin A, 
smo dodali še naslednje kemikalije: CaCl2, MgCl2 in MnCl2. S formulo 1 smo izračunali 
potrebno maso kemikalij, da smo dosegli končno koncentracijo 3 mM (CaCl2, MgCl2 in 
MnCl2) v pufru.       
 
MES pufer smo pripravili, tako da smo zatehtali MES in NaCl v merilni ladjici, ustrezni 
količini smo prenesli v stekleno čašo in z merilnim valjem dotočili 400 mL destilirane 
vode. Čašo smo postavili na magnetno mešalo in mešali, dokler se vsa sol ni raztopila. Ob 
nadaljnjem mešanju smo z dodajanjem raztopine 1 M HCl oz. 1 M NaOH pripravili pufer z 
želenim pH. Pufer smo prelili v merilno bučko in dodali destilirano vodo do oznake 500 
mL. Na koncu smo ga še prefiltrirali s sistemom za vakuumsko filtracijo (filtrni lijak, 
nastavek s sintranim diskom, kovinska spojka) skozi 0,2 µm in prelili v 500 mL reagenčno 
steklenico. Pripravili smo pufer s 50 mM MES in različnimi koncentracijami soli (50 mM, 
150 mM in 300 mM) ter pH=5˙0, 6˙0. 
 
Acetatni pufer smo pripravili, tako da smo zatehtali natrijev acetat in NaCl v merilni 
ladjici, ustrezni količini smo prenesli v stekleno čašo in z merilnim valjem dotočili 400 mL 
destilirane vode. Čašo smo postavili na magnetno mešalo in mešali, dokler se vsa snov ni 
raztopila. Ob nadaljnjem mešanju smo z dodajanjem raztopine 1 M HCl oz. 1 M NaOH 
pripravili pufer z želenim pH. Pufer smo prelili v merilno bučko in dodali destilirano vodo 
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do oznake 500 mL. Na koncu smo ga še prefiltrirali s sistemom za vakuumsko filtracijo 
(filtrni lijak, nastavek s sintranim diskom, kovinska spojka) skozi 0,2 µm in prelili v 500 
mL reagenčno steklenico. Pripravili smo 20 mM acetatni pufer z različnimi 
koncentracijami soli (c=50, 150 in 300 mM) in pH= 4˙0, 5˙0, 6˙0. 
 
Fosfatni pufer z 20 mM (1 L) koncentracijo smo pripravili, tako da smo zatehtali 2,76 g 
natrijevega fosfata, nato smo zatehtali še ustrezni količini za 0,5 L 20 mM fosfatni pufer z 
1 M NaCl (1,38 g natrijevega fosfata in 29,2 g natrijevega klorida) vse količine smo 
prenesli v stekleni čaši in z merilnim valjem dotočili v prvo 800 mL in v drugo 400 mL 
destilirane vode. V obeh čašah smo mešali dokler se vsa snov  ni raztopila. Ob nadaljnjem 
mešanju smo z dodajanjem raztopine 1 M HCl oz. 1 M NaOH pripravili pufer s pH=6,5. 
Pufer smo prelili v merilno bučko in dodali destilirano vodo do oznake 500 mL. Na koncu 
smo ju še prefiltrirali s sistemom za vakuumsko filtracijo (filtrni lijak, nastavek s sintranim 
diskom, kovinska spojka) skozi 0,2 µm in prelili v 500 mL in 1000 mL reagenčni 
steklenici. 
3.2.2 Predobdelava mAb 
Monoklonska protitelesa smo imeli shranjena v mikrocentrifugirkah (1,5 mL) v 
zamrzovalniku na -80 °C z začetno koncentracijo 27,33 mg/mL. Za predobdelavo 
protiteles smo pripravili raztopino mAb, tako da smo redčili začetno raztopino do 
specifične koncentracije. Za točen izračun potrebnih volumnov za dosežek želenih 
koncentracij smo uporabili naslednjo enačbo (2): 
 
γ1 × V1 = γ2 × V2                                                                                                             … (2) 
 
γ1 … masna koncentracija raztopine 1 
V1 … volumen raztopine 1 
γ2 … masna koncentracija raztopine 2 
V2 … volumen raztopine 2 
 
Pri pripravi delovne raztopine protiteles smo opazovali tudi učinek dodatka detergenta 
(Tween 20), zato smo pred redčenjem začetnih raztopin mAb pripravili MES in TRIS pufer 
z dodatkom detergenta, tako da je masni delež detergenta Tween 20 znašal 0,05 %.  
 
V 2 mL mikrocentrifugirke smo s pipeto prenesli 1890,0 µL izbranega pufra, v katerega 
smo dodali 110,0 µL začetne raztopine mAb, tako da smo dobili delovno raztopino, ki je 
vsebovala 1,5 mg/mL mAb. Tako pripravljene vzorce smo nato termično obdelali v vodni 
kopeli. Segrevali smo jih eno uro pri 40, 50 in 60 °C. 
 
3.2.3 Spektrofotometrija 
Vzorce smo pripravili v treh različnih pufrih: acetatni, MES in TRIS. Pri dveh pufrih (MES 
in TRIS) pa smo opazovali tudi vpliv prisotnosti detergenta. Začetno koncentracijo mAb 
smo, po postopku opisanem v 3.2.2, razredčili do končne koncentracije 1,5 mg/mL. 
Eksperimentalno delo smo izvedli pri različnih pH pogojih, vsak pufer smo preizkusili v 
njegovem optimalnem območju. Prav tako smo preverjali, ali različna molarnost 
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natrijevega klorida vpliva na agregacijo oziroma razvijanje mAb. Vzorce smo segrevali v 
vodni kopeli na določeni temperaturi eno uro in nato nadaljevali delo s 
spektrofotometričnim merjenjem. Vrste uporabljenih pufrov, pH, koncentracije NaCl in 
uporabljene temperaturo so zbrane v preglednici 5. 
 
Preglednica 5: V preglednici so povzeti parametri, ki smo jih spremljali z merjenjem absorbance in 
fluorescence. 
Pufer pH NaCl [mM] Temperatura [°C] 
Acetatni  4˙0, 5˙0, 6˙0 50, 150, 300 40, 50, 60 
    
MES (+/- Tween 20) 5˙0, 6˙0 50, 150, 300 40, 50, 60 
    
TRIS (+/- Tween 20) 7˙0 50, 150, 300 40, 50, 60 
 
Absorbanco smo merili s sistemom TECAN, ki je bil povezan z računalnikom. S sistemom 
smo upravljali s programom TECAN i.control, verzija 1.12. Delovne raztopine protiteles v 
pufrih z oz. brez surfaktanta in z različnimi pH-ji ter koncentracijami NaCl smo segreli na 
temperature 40, 50 in 60 °C, kot je prikazano v preglednici 5. V mikrotitrsko ploščo smo 
prenesli 170 µL termično obremenjenega in neobremenjenega vzorca, ki nam je služil kot 
standard. Absorbanco smo merili pri 600 nm, da smo preverili prisotnost agregacije.   
 
Fluorescenco smo merili s sistemom TECAN, ki je bil povezan z računalnikom. S 
sistemom smo upravljali s programom TECAN i.control. Delovne raztopine protiteles v 
pufrih z oz. brez surfaktanta in z različnimi pH-ji ter koncentracijami NaCl smo segreli na 
temperature 40, 50 in 60 °C, kot je prikazano v preglednici 5. V mikrotitrsko ploščo smo 
prenesli 170 µL termično obremenjenega in neobremenjenega vzorca, ki nam je služil kot 
standard. Fluorescenco smo vzbujali svetlobo pri =280 nm, merili pa emiskijski spekter 
izsevane svetlobe pri 330 nm in 350 nm. Nato smo iz teh rezultatov izračunali razmerje 
izsevane fluorescence pri 350 in 330 nm (F350/F330), kar nam je pokazalo stopnjo 
odpiranja strukture preko spremembe fluorescence aromatskih aminokislin. 
 
3.2.4 Analiza termično obremenjenih mAb s tekočinsko kromatografijo visoke       
ločljivosti (HPLC) 
Vzorce smo analizirali s HPLC sistemom, ki je bil sestavljen iz injektorja,  dveh črpalk in 
treh detektorjev. Sistem je bil povezan z računalnikom, kjer smo upravljali sistem v 
programu Unicorn, verzija 5.3.1. Vzorce smo po segrevanju prefiltrirali skozi 0,22 µm 
filter, da nismo zamašili kolone. Nato smo prefiltrirani vzorec z brizgo vnesli skozi 100 µL 
zanko v sistem. Za injektorjem je bila vezana kromatografska kolona in njej so sledili trije 
detektorji. Prvi je bil spektrofotometer, drugi je bil merilnik prevodnosti in tretji pH-meter. 
3.2.4.1 Ionska izmenjevalna kromatografija 
Na črpalko A smo vedno priključili fosfatni pufer brez vsebnosti soli. Na črpalko B pa smo 
priključili fosfatni pufer z 1 M natrijevim kloridom. Vzorec s koncentracijo 1,5 mg/mL 
smo z brizgo vnesli skozi 100 µL zanko v sistem in spirali z mobilno fazo, da so se sprale 
nevezane molekule. Nato smo vzorec, ki je bil vezan na stacionarno fazo spirali s pufrom 
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za elucijo, ki je imel višjo koncentracijo soli. Uporabljen je bil linearni koncentracijski 
gradient od 0 % do 100 % B, v 10 minutah (od 0 do 1 M NaCl) pri pretoku 1 ml/min. 
 
Naša ločba je potekala s kromatografsko kolono z monolitnim nosilcem, ki je imela vezano 
kemijsko skupino, ki je omogočala ionsko interakcijo. Vsebovala je močno kationsko 
izmenjevalno SO3 skupino.  
3.2.4.2 Gelska izključitvena kromatografija 
Na črpalko A smo vedno priključili našo mobilno fazo oziroma enega od treh pufrov 
(TRIS, MES ali acetatni pufer). Pretok je bil 0,7 mL/min. Najprej smo vedno injicirali 
termično neobremenjen vzorec, ki mu je sledil termično obremenjen vzorec. Z gelsko 
izključitveno kromatografijo smo prav tako določali prisotnost agregatov po termični 
obremenitvi. 
 
Kromatografska kolona SEC (TOSOHAAS, Bioseparation specialistis) je bila dolga 60 cm 
in imela premer 7,5 mm. V koloni so kroglice iz TSK-gela, ki imajo pore 10 µm. Njeno 
operativno pH območje je bilo med 2,5 in 7,5. Prenese do 50 barov pritiska in največ 1,2 
mL/min pretoka. Pred začetkom analiziranja vzorcev smo preverili ločbo vrhov in 
ugotovili, da ima najboljšo resolucijo pri pretoku 0,7 mL/min. 
 
Da smo lahko določili, katere molekule so prevelike, da bi se zadržale v porah kroglic 
kolone, smo izračunali prazni volumen naše kolone. Najprej smo izračunali celotni 
volumen kolone s pomočjo enačbe 3. Nato smo od dobljenega volumna izračunali prazen 
volumen in tega delili s pretokom mobilne faze, da smo dobili čas, v katerem pripotujejo iz 
kolone molekule, ki se ne zadržijo v porah. Za dobro zapolnjeno kolono je prazen volumen 
približno 30 % skupnega volumna kolone. Prazen volumen naše kolone je 9 mL, pretok 
smo imeli 0,7 mL/min, kar pomeni, da se molekule, ki so prišle iz kolone v 13 minutah, ne 
zadržijo v kroglicah. 
 
Vt = π× r
2
 × d                                                                                                                  … (3) 
 
Vt … celotni volumen kolone 
 π … matematična konstanta  
 r … polmer kolone 
 d … dolžina kolone 
3.2.4.3 Kromatografija s proteinom A vezanim na kolono  
Na črpalko A smo vedno priključili fosfatni pufer z višjim pH (pH=7,5). Na črpalko B pa 
smo priključili acetatni pufer s pH=4,0. Vzorec smo z brizgo vnesli skozi 100 µL zanko v 
sistem in spirali z mobilno fazo (fosfatni pufer, pH=7,5), da so se sprale nevezane 
molekule. Nato smo vzorec, ki je bil vezan na stacionarno fazo spirali s pufrom za elucijo, 
ki je imel nižji pH. Pretok je bil 5 mL/min. 
 
Naša ločba je potekala s kromatografsko kolono z vezanim proteinom A, ki omogoča 
afinitetno interakcijo med proteinoma.  
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3.2.5 Merjenje velikosti mAb na principu dinamičnega sipanja laserske svetlobe 
(DLS) 
Termično obremenjene vzorce smo analizirali s 3D LS Sprektrometrom, ki je bil povezan z 
računalnikom. Dva mililitra prefiltriranega vzorca (c= 1 mg/mL) smo prenesli v kiveto, ki 
smo jo postavili v režo, ki smo jo nato obsevali z laserjem. Vzorec se je nahajal v TRIS 
pufru s 300 mM koncentracijo soli in pH=7,0. Upravljali smo ga s programom LSI Zimm 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
V sledečem poglavju so zbrani rezultati eksperimentalnega dela in razprava dobljenih 
rezultatov. 
4.1 LOČBA mAb Z IONSKO-IZMENJEVALNO KROMATOGRAFIJO 
Monoklonska protitelesa smo termično obremenili na 60 °C za eno uro v TRIS pufru s 150 
mM koncentracijo NaCl in pH=7,0. Po termični obremenitvi smo vzorec prefiltrirali skozi 
0,22 µm filter, saj so kromatografske kolone zelo občutljive na večje delce in jih lahko 
zamašimo. Vzorec s koncentracijo 1,0 mg/mL smo injicirali skozi 100 µL zanko. Del 
vzorca, ki se ni vezal na kolono, je prišel iz kolone takoj za injiciranjem. Nato smo vezana 
protitelesa eluirali s fosfatnim pufrom, ki je imel višjo koncentracijo soli.  
 
Na sliki 11 je prikazana ločba neobremenjenega in termično obremenjenega vzorca z 
ionsko izmenjevalno kromatografijo. Na kolono smo najprej injicirali termično 
neobremenjeno protitelo, sledila je elucija prvega vrha. Nato smo ob času 13 minut (modra 
oznaka) injicirali še termično obremenjen vzorec (vrh 2). Vidimo, da se v obeh primerih 
vezana vzorca eluirata ob enakem koncentracijskem gradientu. Po tem sklepamo, da je 
neto naboj termično obremenjenega protitelesa ostal enak kot pri termično 
neobremenjenem. Sialične kisline, ki se nahajajo na terminalnem delu kompleksnih 
glikanov, prispevajo k negativnemu naboju protitelesa. Vendar pa se ti glikani nahajajo v 
notranjosti strukture in niso izpostavljeni površju. Če bi termično razvili strukturo proteina, 
bi lahko to morda zaznali z ionsko izmenjevalno kromatografijo. Če bi bile po termični 
obremenitvi prisotne izooblike protiteles, ki vsebujejo sialično kislino, bi se na stacionarno 
fazo z negativnim nabojem vezale šibkeje kot termično neobremenjena protitelesa. V tem 
primeru bi morali imeti več vrhov, saj bi se izooblike s terminalno sialično kislino sprale iz 




Slika 11: Primerjava vpliva termične obremenitve mAb na ločbo z ionsko izmenjevalno kromatografijo. 
Monoklonsko protitelo se je nahajalo v TRIS pufru s pH =7,0. Vrh 1 predstavlja termično neobremenjen 
vzorec mAb, vrh 2 predstavlja termično obremenjen mAb.   
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Monoklonska protitelesa smo termično obdelali pri 60 °C eno uro v MES pufru z dodano 
150 mM soljo in pH=5,0. Po termični obremenitvi smo vzorec prefiltrirali skozi filter z 
0,22 µm porami. Vzorec s koncentracijo 1 mg/mL smo injicirali skozi 100 µL zanko. Del 
vzorca, ki se ni vezal na nosilec, je prišel iz kolone takoj za injiciranjem. Nato smo vezana 
protitelesa eluirali s fosfatnim pufrom, ki je imel višjo koncentracijo soli. 
 
Sliki 12 in 13 prikazujeta kromatogram vzorca termično neobremenjenega mAb in 
kromatogram vzorca termično obremenjenega mAb v MES pufru z dodano 150 mM soljo 
in pH=5,0. Ker lahko na sliki 13 tekom elucije opazimo več vrhov, lahko sklepamo, da se 
je zaradi termične obremenitve vzorca mAb v MES pufru spremenil neto naboj mAb. Če 
primerjamo sliko 13 s sliko 12, lahko prvi vrh pripišemo eluciji mAb, ki ima enak naboj 
kot termično neobremenjen vzorec, drugi in tretji vrh pa pripadata eluciji izooblike mAb z 
bolj pozitivnim nabojem, saj se na negativno nabiti stacionarni fazi eluirata kasneje (Ion 
exchange chromatography …, 2016). Sialične kisline bi prispevale k negativnem naboju in 
zato bi se moral vzorec prej sprati iz kolone. S temi rezultati lahko potrdimo, da v našem 
termično obremenjenem vzorcu v MES pufru z dodano 150 mM soljo in pH=5,0 ni prišlo 




Slika 12: Ločevanje termično neobremenjenega mAb z ionsko izmenjevalno kromatografijo. Monoklonsko 
protitelo se je nahajalo v MES pufru s pH=5,0.  
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Slika 13: Ločevanje termično obremenjenega mAb z ionsko izmenjevalno kromatografijo. Monoklonsko 
protitelo se je nahajalo v MES pufru s pH=5,0.  
Termično obremenjen vzorec v MES pufru z dodano 150 mM soljo in pH=5,0 smo 
analizirali tudi s SEC kromatografijo, kjer smo zaznali agregate. S to metodo nismo mogli 
potrditi, ali smo strukturo protitelesa delno odprli. Zato smo se odločili, da bomo uporabili 
še drugime analitske metode.  
4.2 SPREKTROFOTOMETRIČNO DOLOČANJE PRISOTNOSTI AGREGATOV PO 
PREDOBDELAVI mAb 
Z merjenjem absorbance pri valovni dolžini 600 nm smo preverjali prisotnost agregatov v 
predobdelanih vzorcih. Absorbanco smo najprej pomerili pred segrevanjem (1). Druga 
meritev (2) je bila izvedena po končani enourni termični obremenitvi. To pomeni, da so 
imeli vzorci temperaturo 40, 50 ali 60 °C. Na koncu smo opravili še eno meritev (3) eno 
uro po drugi meritvi. S tretjo meritvijo smo želeli preveriti, ali je agregacija reverzibilne 
narave, zato smo jih ohlajali na sobni temperaturi eno uro. Slike 14, 15, 16 in 17 
prikazujejo vpliv termične obremenitve na nastanek agregatov v acetatnem, MES in TRIS 
pufru. Uporabljene koncentracije NaCl, pH vrednosti in uporabljene temperaturo so zbrane 
v preglednici 5. 
 
V prilogi so podani rezultati merjenja absorbance po termični obremenitvi vzorcev v 
acetatnem, MES in TRIS pufru z različnimi koncentracijami soli in pH vrednostmi. Iz slik 
32-39 je razvidno, da pri segrevanju vzorcev na 40 in 50 °C, ne pride do agregacije v 
nobenem pufru. Slika 14 prikazuje rezultate merjenja absorbance po termični obremenitvi 
na 60 °C v acetatnem pufru. Iz grafa je razvidno, da pride do agregacije v dveh vzorcih. 
Agregacija je bila zaznana pri vzorcih, ki sta imela pH=4,0 in dodano sol (c=150, 300 
mM). Tako lahko sklepamo, da je protitelo manj stabilno pri nižjih vrednostih pH, saj v 
vzorcih z enakim pufrom in višjim pH ni prišlo do agregacije. Zanimivo je, da v vzorcu z 
acetatnim pufrom in dodanim 50 mM NaCl (pH=4,0) ni prišlo do agregacije. Glede na to, 
da je v ostalih vzorcih z enako vrednostjo pH prišlo do agregacije, bi pričakovali tudi tu 
podoben rezultat. Eksperimentalni podatki kažejo, da dodatek soli ob nižjem pH vodi do 
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konformacijske destabilizacije protitelesa in posledično agregacije. Razvijanje protiteles je 
kompleksen proces, v katerem protein prehaja skozi različna intermediatna stanja do 
denaturirane oblike. Pot denaturacijskega procesa je odvisna od stresa, ki obremeni 
molekulo. Na denaturacijo fragmenta Fab bolj vpliva termična obremenitev, medtem ko v 
fragmentu Fc prihaja do strukturnih sprememb, zaradi vpliva nižjega pH (Vermeer in 
Norde, 2000). 
 
Acetatni pufer – 60 °C 
 
 
Slika 14: Vpliv termične obremenitve mAb na nastanek agregatov. Vzorec je bil segret na 60 °C v acetatnem 
pufru z dodanim NaCl (50 mM, 150 mM in 300 mM) in pH =4˙0, 5˙0, 6˙0. Prva meritev je bila opravljena pri 
25 °C, druga takoj po segrevanju (60 °C) in tretja eno uro po segrevanju, ko se je vzorec ohladil (25 °C).  
Slika 15 in 16 prikazujeta rezultate merjenja absorbance vzorcev pred gretjem, po 
enournem gretju na 60 °C in po enournem ohlajanju v MES pufru. Vzorci so imeli dodane 
različne koncentracije soli (c=50, 150 mM, 300 mM) ter pH=5˙0, 6˙0. Preverjali smo tudi 
dodatek detergenta Tween 20. Na sliki 16 lahko zasledimo pojav agregacije pri raztopini 
mAb v MES pufru (pH=5,0) z dodanim NaCl (c=300 mM) in detergentom Tween ter 
segreti na 60 °C. Ob enakih pogojih brez dodatka detergenta ne pride do agregacije. 
Polisorbat 20 (tween 20) je neionski surfaktant, ki se običajno uporablja v formulacijah 
mAb za preprečevanje denaturacije in agregacije proteinov. Dodatek majhne količine 
detergenta v pufer bi moral preprečiti interakcije med proteini. Prav zaradi tega je ta 
rezultat tako zanimiv, še posebej v primerjavi z rezultatom pri enakih pogojih samo brez 
dodatka detergenta, kjer ni vidne agregacije. Možno je tudi, da se je detergent Tween 20 
postopoma razgradil in izgubil funkcijo surfaktanta, kar je vodilo do agregacije proteinov 
(Li in sod., 2014). Ker je prišlo do agregacije pri zvišanju temperature, smo preverili tudi 
kritično micelarno koncentracijo, ki predstavlja najmanjšo koncentracijo površinsko 
aktivne snovi, pri kateri se začnejo tvoriti miceli. Na kritično micelarno koncentracijo 
vpliva višanje temperature, ampak v našem primeru je bila koncentracija detergenta 
prenizka. Zato smo ta vpliv izključili (Mahmood in Al-Koofe, 2013). 
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MES pufer – 60 °C  
 
 
Slika 15: Vpliv termične obremenitve mAb na nastanek agregatov. Vzorec je bil segret na 60 °C v MES 
pufru z dodanim NaCl (50 mM, 150 mM in 300 mM) in pH=5˙0, 6˙0. Prva meritev je bila opravljena pri 25 
°C, druga takoj po segrevanju (60 °C) in tretja eno uro po segrevanju, ko se je vzorec ohladil (25 °C). 
MES pufer + Tween 20 – 60 °C 
 
 
Slika 16: Vpliv termične obremenitve mAb na nastanek agregatov. Vzorec je bil segret na 60 °C v MES 
pufru z dodanim NaCl (50 mM, 150 mM in 300 mM), detergentom (tween 20) in pH=5˙0, 6˙0. Prva meritev 
je bila opravljena pri 25 °C, druga takoj po segrevanju (60 °C) in tretja eno uro po segrevanju, ko se je vzorec 
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Slika 17 prikazuje rezultate merjenja absorbance pred gretjem, po enournem gretju na 60 
°C in po enournem ohlajanju v TRIS pufru s pH=7,0 in ob dodatku NaCl (c=50, 150 in 300 
mM). Zopet smo preverjali tudi dodatek detergenta, vendar ni bilo opažene agregacije pri 
nobenem vzorcu. Take rezultate pripisujemo višjemu pH in boljši stabilnosti protitelesa pri 
pH=7,0. 
 
TRIS pufer (+/- Tween 20) – 60 °C 
 
 
Slika 17: Vpliv termične obremenitve mAb na nastanek agregatov. Vzorec je bil segret na 60 °C v TRIS 
pufru z dodanim NaCl (50 mM, 150 mM in 300 mM), detergentom (tween 20) in pH=7,0. Prva meritev je 
bila opravljena pri 25 °C, druga takoj po segrevanju (60 °C) in tretja eno uro po segrevanju, ko se je vzorec 
ohladil (25 °C). 
4.3 SPREMLJANJE SPREMEMB STRUKTURE mAb Z MERJENJEM 
FLUORESCENCE 
Razvijanje monoklonskih protiteles smo preverjali z merjenjem fluorescence tako, da smo 
svetlobo vzbujali pri 280 nm, merili pa smo emisijski spekter izsevane svetlobe pri 330 nm 
in 350 nm. Nato smo izračunali razmerje med izsevano fluorescenco pri 350 in 330 nm in 
v grafih uporabili to razmerje. S tem razmerjem smo pokazali, koliko aminokislinskih 
ostankov triptofana se iz hidrofobne notranjosti proteina prestavi na površje oziroma se 
izpostavi. Fluorescenco smo najprej pomerili pred segrevanjem (1). Druga meritev (2) je 
bila izvedena po končani enourni termični obremenitvi. To pomeni, da so imeli vzorci 
temperaturo 40, 50 ali 60 °C. Na koncu smo opravili še zadnjo meritev (3) eno uro po 
drugi meritvi. S tretjo meritvijo smo želeli preveriti ali se razvitje molekule obdrži daljši 
čas, zato smo vzorce ohlajali na sobni temperaturi eno uro. Vzorce, z najvišjo spremembo 
v razmerju F350/F330 oziroma najbolj izrazitim razvitjem molekule, bomo primerjali z 
rezultati merjenja absorbance pri =600 nm. Za nadaljnje analiziranje bomo izbrali vzorce 
z najbolj izrazitim razvitjem molekule in z odsotnostjo agregacije.  
 
V prilogi so prikazani rezultati merjenja fluorescence po segrevanju vzorcev na 40 ºC v 
acetatnem pufru z dodanim NaCl (c=50, 150 mM, 300 mM) ter pri pH=4˙0, 5˙0, 6˙0. Na 
sliki 40 vidimo, da ne pride do konformacijskih sprememb proteina, saj ostane nivo 
fluorescence triptofana enak pred in po termični obremenitvi. Do zelo majhnih sprememb 
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v nivoju fluorescence triptofana pride v vzorcu z acetatnim pufrom z dodano soljo (c= 300 
mM) in ima pH=4˙0, kar lahko pripišemo visoki vsebnosti soli in nizkemu pH. Enak trend 
konformacijske destabilizacije proteina pri večji vsebnosti soli in nižji vrednosti pH smo 
prepoznali že pri rezultatih detektiranja agregatov z merjenjem absorbance. 
 
Na sliki 18 lahko vidimo, da se po termični obremenitvi pri 50 ºC razmerje F350/F330 pri 
3 vzorcih izrazito poveča, kar nakazuje na razvitje molekule mAb. Največja sprememba v 
razmerju F350/F330 po termični obremenitvi je opažena pri vzorcu v acetatnem pufru z 
dodanim NaCl (c=300 mM) in pH=4˙0, s čimer zopet potrdimo trend konformacijske 
destabilizacije proteina pri večji vsebnosti soli in nižjem pH. Sledita mu še dva vzorca, in 
sicer s 150 mM NaCl in s 50 mM koncentracijo NaCl ter pH=4,0. Ti rezultati nakazujejo, 
da je za destabilizacijo oziroma razvitje proteina v večji meri odgovorna nižja vrednost pH, 
kot visoka vsebnost soli, saj ni prisotnega razvitja pri ostalih vzorcih z višjim pH. Z 
višanjem temperature vse bolj vplivamo na razvijanje variabilnega področja, z nižanjem 
pH pa na konstantno področje (Vermeer in Norde, 2000). Na podlagi Vermeerjeve in 
Norderjeve raziskave (2000) in naših rezultatov lahko predvidevamo, da imamo izmerjeno 
večjo intenziteto fluorescenco pri nižjem pH, zato ker se je razvila še konstanta regija 
protiteles, medtem ko je pri višjem pH konstantna regija bolj stabilna in posledično imamo 
zaznano manjšo intenziteto fluorescence triptofana (Vermeer in Norde, 2000). 
 
Slika 19 prikazuje vzorce, ki so bili segreti na 60 ºC, kjer smo opazili spremembo razmerja 
F350/F330 pri vseh testiranih vzorcih. Pri vzorcih v acetatnem pufru (pH=4,0) s 150 in 300 
mM koncentracijo NaCl je prišlo do najbolj izrazitega povišanja izmerjenega razmerja 
F350/F330, kar kaže na najvišjo stopnjo denaturacije. Faktor F350/F330 pri vzorcih z 
najbolj izrazito spremembo strukture je 0,83, sledi jima vzorec v acetatnem pufru s 50 mM 
koncentracijo NaCl, kjer smo izmerili faktor 0,79. Tudi ta vzorec je v pufru s pH=4,0. Pri 
vseh treh vzorcih smo izmerili spremembo signala že pri segrevanju na 50 ºC. Pri 
segrevanju na 60 ºC (slika 19) se je faktor še povečal, kar pomeni, da je prišlo do še bolj 
izrazitega razvijanja molekule. Pri ostalih vzorcih je bil signal izmerjen šele po segrevanju 
na 60 ºC, s čimer potrdimo, da je pri višjem pH monoklonsko protitelo bolj stabilno in 
pride do razvijanja molekule kasneje oziroma pri višji temperaturi. Faktorji F350/F330 so 
povzeti tudi v spodnji tabeli. Vzorci s pH=4,0 imajo najvišje vrednosti faktorja F350/F330, 
sledijo jim vzorci s pH=5˙0, in sicer si sledijo glede na padajočo molarnost soli (300 mM 
→ 150 mM → 50 mM). Vzorcem s pH=6,0 smo izmerili nižjo vrednost faktorja 
F350/F330, s čimer smo potrdili, da ima pH večji vpliv na stabilnost mAb pH, kot vsebnost 
soli. Seveda pa ne moremo zanemariti tudi vpliva soli. 
 
Preglednica 6: Rezultati merjenja fluorescence v vzorcih v acetatnem pufru pri različnih vsebnostih soli in 
različnih pH vrednostih po termični obremenitvi na 60 ºC. 
Vzorec F350/F330 
Acetatni pufer + 300mM NaCl, pH=5 0,72 
Acetatni pufer + 150 mM NaCl, pH=5 0,70 
Acetatni pufer + 50 mM NaCl, pH=5 0,66 
Acetatni pufer + 300mM NaCl, pH=6 0,64 
Acetatni pufer + 150 mM NaCl, pH=6 0,64 
Acetatni pufer + 50 mM NaCl, pH=6 0,63 
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Acetatni pufer – 50 °C 
 
 
Slika 18: Vpliv termične obremenitve mAb na razvijanje molekule. Vzorec je bil segret na 50 °C v acetatnem 
pufru z dodanim NaCl (50 mM, 150 mM in 300 mM) in pH=4˙0, 5˙0, 6˙0. Prva meritev je bila opravljena pri 
25 °C, druga takoj po segrevanju (50 °C) in tretja eno uro po segrevanju, ko se je vzorec ohladil (25 °C). 
Acetatni pufer – 60 °C 
 
 
Slika 19: Vpliv termične obremenitve mAb na razvijanje molekule. Vzorec je bil segret na 60 °C v acetatnem 
pufru z dodanim NaCl (50 mM, 150 mM in 300 mM) in pH=4˙0, 5˙0, 6˙0. Prva meritev je bila opravljena pri 
25 °C, druga takoj po segrevanju (60 °C) in tretja eno uro po segrevanju, ko se je vzorec ohladil (25 °C). 
V prilogi lahko vidimo na sliki 41 rezultate merjenja fluorescence vzorcev v MES pufru z 
dodano soljo (c=50, 150, 300 mM) in pH=5˙0, 6˙0 po termični obremenitvi pri 40 °C. Prav 
tako kot pri vzorcih v acetatnem pufru tudi ti rezultati ne pokažejo spremembe faktorja 
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F350/F330 po segrevanju. S temi rezultati lahko potrdimo, da ne pride do spremembe 
oziroma odpiranja strukture po termični obremenitvi na 40 °C v MES pufru. Vzporedno 
smo segrevali tudi vzorce v MES pufru z dodatkom Tween 20. Tudi pri teh vzorcih ni 
prišlo do spremembe faktorja pred in po segrevanju pri 40 °C, kar lahko vidimo na sliki 43 
v prilogi. 
 
Rezultati merjenja fluorescence po segrevanju vzorcev v MES pufru pri 50 °C se nahajajo 
v prilogi. Na sliki 42 vidimo, da pride do zelo majhnih sprememb v signalu zaznane 
fluorescence. Pri vzorcu v MES pufru s 300 mM koncentracijo NaCl in pH=5,0 se faktor 
F350/F330 poveča iz 0,61 na 0,64. Majhna sprememba v signalu je bila zaznana tudi pri 
vzorcu v MES pufru s 150 mM koncentracijo NaCl in pH=5˙0, kjer faktor F350/F330 
naraste na 0,63. Pri vzorcu v MES pufru s 50 mM koncentracijo NaCl in pH=5,0 ne pride 
do zaznane spremembe signala. Prav tako velja za vse tri vzorce v MES pufru z dodano 
soljo, ki imajo pH=6,0. Na sliki 44 v prilogi lahko vidimo, da pri vzorcih z dodanim 
detergentom pride do bolj izrazitega razvijanja molekule, saj se faktor pri vzorcu v MES 
pufru s 300 mM koncentracijo NaCl in pH=5,0 (+ Tween 20) poveča iz 0,61 na 0,68. 
Vzorec, ki smo ga termično obremenili pri enakih pogojih, edina razlika je bila odsotnost 
detergenta, pa je imel faktor po segrevanju 0,64. Glede na to, da je detergent v uporabi tudi 
kot stabilizator proteinov, bi pričakovali drugačne rezultate (Patapoff in Esue, 2009). Tudi 
pri dodatku detergenta ostane trend, kjer je najbolj izrazito razvijanje pri nižjih vrednostih 
pH in višji koncentraciji soli. Tako je bil zaznan največji signal pri pufru s 300 mM 
koncentracijo NaCl in pH=5,0. Sledi mu vzorec s 150 mM koncentracijo NaCl in pH=5,0, 
ki ima faktor 0,67. Malo manjši signal je bil zaznan pri vzorcu s 50 mM koncentracijo soli 
in pH=5˙0, kjer se je faktor povečal le na 0,63. Še manjša sprememba je bila zabeležena pri 
nižji vrednosti pH, kjer sta imela vzorca s 300 mM in 150 mM koncentracijo soli faktor 
0,62. Vzorec s 50 mM koncentracijo soli po segrevanju na 50 °C ni kazal nobene 
spremembe v strukturi proteina.  
 
Na sliki 20 so prikazani rezultati merjenja fluorescence po segrevanju na 60 °C v MES 
pufru. Vzorci so imeli dodane različne koncentracije soli (c=50, 150 mM, 300 mM) ter 
pH=5˙0, 6˙0. Na sliki 20 lahko vidimo, da je prišlo v vseh segretih vzorcih v pufru brez 
dodatka detergenta do povečanega faktorja F350/F330. Do najbolj izrazitega razvijanja je 
prišlo pri vzorcu, ki je bil v MES pufru s 300 mM koncentracijo NaCl in pH=5˙0, 
kateremu se je faktor po termični obremenitvi zvišal na 0,77. Temu vzorcu sta sledila 
vzorec s 150 mM koncentracijo soli in pH=5,0 ter vzorec s 50 mM koncentracijo soli in 
pH=5,0. Vzorci v MES pufru s pH=6,0 so pokazali manjše spremembe v strukturi proteina, 
in sicer jim je faktor F 350/F330 padal z nižanjem koncentracije soli od 0,66 do 0,64. 
Podobno zgodbo smo opazili pri vzorcih, obdelanih v pufru z dodanim detergentom, le da 
je bil izmerjen faktor F350/F330 veliko višji in je dosegel vrednosti 0,79 in 0,78 pri 
vzorcih s 300 mM in 150 mM koncentracijo NaCl ter pH=5,0. Malenkost manjša 
sprememba faktorja je bila opažena pri vzorcu z istim pH in manjšo koncentracijo soli (50 
mM) za katerega smo po segrevanju izmerili F350/F330=0,74. Vzorca z višjim pH ter 
koncentracijo soli 300 mM in 150 mM sta imela faktor F350/F330 po predobdelavi 
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MES pufer – 60 °C  
 
 
Slika 20: Vpliv termične obremenitve mAb na razvijanje molekule. Vzorec je bil segret na 60 °C v MES 
pufru z dodanim NaCl (50 mM, 150 mM in 300 mM) in pH=5˙0, 6˙0. Prva meritev je bila opravljena pri 25 
°C, druga takoj po segrevanju (60 °C) in tretja eno uro po segrevanju, ko se je vzorec ohladil (25 °C). 
MES pufer + Tween 20 – 60 °C  
 
 
Slika 21: Vpliv termične obremenitve mAb na razvijanje molekule. Vzorec je bil segret na 60 °C v MES 
pufru z dodanim NaCl (50 mM, 150 mM in 300 mM), detergentom (Tween 20) in pH=5˙0, 6˙0. Prva meritev 
je bila opravljena pri 25 °C, druga takoj po segrevanju (60 °C) in tretja eno uro po segrevanju, ko se je vzorec 
ohladil (25 °C). 
Tretji pufer, v katerem smo termično obremenili vzorce protiteles, je bil TRIS pufer. Želeli 
smo še raziskati kakšna je stabilnost mAb pri pH=7,0 in do kakšnega razvijanja molekule 
pride. Zopet smo imeli tri različne koncentracije soli (c=50, 150 in 300 mM) in prisotnost 
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oziroma odsotnost detergenta Tween 20. Pri segrevanju na 40 °C ne pride do izrazitih 
sprememb strukture v nobenem vzorcu, kar lahko vidimo na sliki 45 v prilogi. Prav tako ne 
pride do izrazitega razvijanja proteina po termični obremenitvi pri 50 °C (slika 46 v 
prilogi). Na sliki 22 vidimo, da pride po termični obremenitvi pri 60 °C do manjših 
sprememb v strukturi. Bolj izrazita denaturacija se zgodi v vzorcu, ki ima visoko 
koncentracijo soli in dodatek detergenta. Sledita mu vzorca s 150 mM ter 50 mM 
koncentracijo NaCl, ki imata prav tako dodan detergent. Sprememba signala pri ostalih 
treh vzorcih, ki nimajo detergenta, je bila zanemarljiva. Po teh rezultatih sodeč lahko 
sklepamo, da je naše protitelo veliko bolj stabilno v pufru s pH=7˙0, kot v pufrih z nižjim 
pH. Prav tako smo zopet dobili rezultate, kjer je višja stopnja denaturacije zaznana ob 
dodatku detergenta.  
 
TRIS pufer (+/- Tween 20) - 60°C  
 
 
Slika 22: Vpliv termične obremenitve mAb na razvijanje molekule. Vzorec je bil segret na 60 °C v TRIS 
pufru z dodanim NaCl (50 mM, 150 mM in 300 mM), detergentom (Tween 20) in pH =7,0. Prva meritev je 
bila opravljena pri 25 °C, druga takoj po segrevanju (60 °C) in tretja eno uro po segrevanju, ko se je vzorec 
ohladil (25 °C). 
Merjenje fluorescence triptofana je široko uporabljena metoda za spremljanje sprememb v 
proteinih, predvsem za določanje strukture in njene dinamike (Vivian in Callis, 2009). Ob 
razvitju proteina, naj bi aminokislinski ostanki triptofana, ki so skriti v notranjosti 
molekule, postali izpostavljeni topilu. S tem eksperimentom smo preverili, kakšni so 
najbolj optimalni pogoji za razvijanje našega protitelesa. Želja je bila najti parametre, kjer 
bi bila stopnja razvitja najvišja, hkrati pa bi se izognili agregaciji. Z združitvijo rezultatov 
obeh metod smo prišli do zaključka, da se vzorec termično obremenjen v acetatnem pufru s 
50 mM koncentracijo NaCl in pH=4,0 najbolje razvije, sočasno pa ni bilo zaznane 
agregacije.  
 
Slaba stran metode merjenja fluorescence je to, da je fluorescenca predvsem lokalni signal, 
ki je izmerjen v okolju molekule. To omejuje in otežuje razlago sprememb 
fluorescenčnega signala v smislu njihovega strukturnega izvora. Običajno se fluorescenca 
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ne uporablja neposredno za sklepanje podrobnejših informacij o strukturni poti razvijanja 
in zvijanja proteina. Razlog je v tem, da najdemo triptofan na različnih pozicijah v strukturi 
protitelesa, zato ne moremo na podlagi teh rezultatov sklepati, katera veriga in katero 
področje protitelesa se je razvilo (Royer, 2006). Leta 2000 sta Vermeer in Norde 
raziskovala termično stabilnost IgG z različnimi kalorimetričnimi metodami in cirkularnim 
dikroizmom. Ugotovila sta, da je variabilni fragment IgG molekule najbolj občutljiv na 
termično obremenitev, medtem ko je konstantna regija bolj občutljiva na zmanjšanje pH. V 
korelaciji s temi podatki bi lahko sklepali, da so vzorci pri nižjih pH vrednostih bolj razviti 
oziroma imajo večji signal fluorescence, zato ker se po fragmentu Fab razvije tudi 
fragment Fc. In področje, ki nas zanima v protitelesu je regija Fc, saj so glikani pripeti v 
delu CH2 konstantnga področja (Vermeer in Norde, 2000).  
 
Z merjenjem absorbance pri  =600 nm in merjenjem fluorescence, smo dobili občutek 
kako se naše protitelo obnaša v različnih pogojih. Za bolj natančne rezultate o agregaciji in 
spremembi strukture smo raziskovanje nadaljevali s kromatografskimi metodami. Za 
nadaljnje raziskovanje smo izbrali tri vzorce, ki so zbrani v preglednici 7. Ti vzorci so 
pokazali najvišjo stopnjo denaturacije oz. odprtja molekule in odsotnost agregacije. 
 
Preglednica 7: Vzorci, ki so imeli po enourni termični obremenitvi najvišji signal fluorescence in odsotnost 
agregacije. 
Vzorec F350/F330 
Acetatni pufer + 50 mM NaCl, pH=4,0 0,79 
MES + 300mM NaCl, pH=5,0 0,77 
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4.4 ANALIZA TERMIČNO OBREMENJENIH mAb Z GELSKO IZKLJUČITVENO 
KROMATOGRAFIJO (SEC) 
Za bolj natančno analizo prisotnosti agregatov in spremembe velikosti molekul IgG, smo 
naše protitelo po termični obremenitvi analizirali s kromatografijo visoke ločljivosti. 
Uporabili smo gelsko izključitveno kromatografijo, kjer smo ločevali molekule na podlagi 
njihove velikosti. Prvi vzorci so bili termično obdelani v acetatnem pufru in 50 mM 
koncentracijo NaCl ter pH=4,0.   
 
Na sliki 23 vidimo kromatogram termično obremenjenega vzorca, neobremenjenega 
vzorca in termično obremenjenega vzorca obdelanega z lektinom. Zelena črta predstavlja 
potek elucije termično neobremenjenega protitelesa, kjer bi pričakovali samo eden vrh, saj 
vzorec vsebuje le eno vrsto mAb. Manjši vrh pri elucijskem času 14 minut kaže na 
prisotnost večjih molekul v vzorcu, ki se niso zadržale v porah kroglic. V poglavju 3.2.4.2 
je zapisano, kako smo izračunali čas, v katerem pripotujejo večje molekule iz kolone, če se 
ne zadržijo v kroglicah. Drugi vrh se je eluiral iz kolone po 23 minutah in predstavlja 
monoklonsko protitelo. Vrh je širši kot pri kromatogramih segretih vzorcev v pufrih z 
višjim pH (slika 24 in 25) in posledično nižji, zato lahko sklepamo, da je prišlo do 
strukturnih sprememb, ki jih je povzročil nižji pH. Enako nakazuje prvi vrh, ki predstavlja 
agregate. Vermeer in Norde (2000) sta raziskovala stabilnost fragmenta Fab in fragmenta 
Fc ter dokazala, da je konstantno področje protitelesa bolj občutljivo na nizek pH. Na 
podlagi te raziskave bi lahko sklepali, da je prišlo v našem vzorcu že pred toplotno 
obdelavo do destabilizacije strukture in razvijanja konstantnega področja, zaradi česar je 
vrh 2 manjši in širši (Vermeer in Norde, 2000).  
 
Modra črta predstavlja potek elucije vzorca termično obremenjenega protitelesa. Vzorec se 
je eluiral po 14 minutah, po čemer sklepamo, da je prišlo med segrevanjem do popolne 
agregacije in nastanka večjih skupkov molekul, ki so prevelike, da bi se zadržale v porah. 
Ti rezultati niso v korelaciji z rezultati merjenja absorbance pri  =600 nm, saj niso 
pokazali zaznanih agregatov. Na podlagi teh rezultatov lahko potrdimo, da samo merjenje 
absorbance ni dovolj zanesljiva metoda za določanje agregacije protiteles. V tem primeru 
je SEC veliko bolj občutljiva metoda za določanje agregatov. Glavni izziv za analizo 
agregatov je, da ne obstaja ena sama metoda, ki bi pokrila celoten obseg velikosti ali vrsto 
agregatov, ki se lahko pojavijo. Vsaka analitična metoda ima tako prednosti kot slabosti, 
zato je ključnega pomena, da pri vsaki metodi upoštevamo meje zaznavanja (Mahler in 
sod., 2008). 
 
Del tretje hipoteze je bila predpostavka, da lahko s termično obremenitvijo mAb vplivamo 
na interakcijo z lektini. To smo preverili, tako da smo takoj po segrevanju del vzorca 
zmešali s konkanavalinom A. S to analizo smo želeli raziskati, ali je prišlo do denaturacije 
mAb in izpostavljenosti glikanov, ki so skriti v konstantnem področju težke verige CH2. 
Ob vezavi lektina na protitelo bi bil dobljeni kompleks večji kot samo protitelo in takšno 
spremembo v velikosti lahko zaznamo z gelsko izključitveno kromatografijo. Rdeča črta 
prikazuje potek elucije termično obremenjenega vzorca, z dodanim konkanavalinom A. 
Kot vidimo na kromatogramu, smo dobili dva ločena vrhova, kar potrdi, da ni prišlo do 
vezave in nastanka kompleksa. Ob tem se lahko vprašamo, ali je prišlo po termični 
obremenitvi do denaturacije oz. odprtja strukture, ki bi povzročila izpostavljenost glikanov. 
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Poleg tega je težava tudi v lokaciji odprtja strukture, saj bi morali denaturirati konstantno 
področje protitelesa. Druga možnost za neuspeh vezave je tudi ta, da imajo lektini slabšo 
specifičnost in afiniteto. Kot večina lektinov je tudi konkanavalin A homotetramer. Pri pH 
vrednosti nižji od 6,0 se nahaja v dimerni obliki, da preide v svojo tetramerno obliko mora 





Slika 23: Vpliv termične obremenitve in obdelave z lektini na ločbo mAb z gelsko izključitveno 
kromatografijo. Vzorec se je nahajal v acetatnem pufru z dodanim 50 mM NaCl in pH=4,0. Zelena linija 
predstavlja termično neobremenjen mAb, modra linija predstavlja termično obremenjen mAb pri 60 °C. 
Rdeča linija predstavlja termično termično obremenjen mAb obdelan z lektinom.  
Na sliki 24 je prikaz kromatograma vzorca mAb, ki se je nahajal v MES pufru s 300 mM 
koncentracijo NaCl in pH=5,0. Zelena črta predstavlja potek elucije termično 
neobremenjenega vzorca, ki se je eluiral iz kolone po 23 minutah. Po teh rezultatih lahko 
sklepamo, da je vzorec mAb strukturno stabilen v MES pufru s 300 mM soljo in pH=5,0. 
Modra črta predstavlja potek elucije termično obremenjenega protitelesa, ki smo ga eno 
uro termično obremenjevali pri 60 ºC. Vzorec se je eluiral iz kolone po 14 minutah, kar 
potrjuje prisotnost večjih kompleksov od monoklonskih protiteles, ki so nastali po termični 
obremenitvi. Rdeča črta predstavlja potek elucije termično obremenjenega vzorca, ki smo 
ga obdelali še z lektinom. Zopet ni prišlo do vezave med molekulami in to vidimo po dveh 
ločenih vrhovih, kjer prvi predstavlja velike komplekse, drugi pa lektin konkanavalin A. 
Prvi vrh pri termično obremenjenem vzorcu, ki je bil zmešan z lektinom (rdeča črta) je 
precej manjši od prvega vrha termično obremenjenega vzorca (modra linija), zato ker smo 
injicirali manjšo koncentracijo. Na sliki 23 vidimo, da je vrh 1 pri termično obremenjenem 
vzorcu obdelanim z lektinom višji kot na sliki 24. Različna sta, ker smo pri analiziranju 
vzorcev v acetatnem pufru mešali termično obremenjen vzorec mAb in lektin v razmerju 
2:1. Pri analiziranju vzorcev v MES pufru pa smo mešali termično obremenjen vzorec 
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Slika 24: Vpliv termične obremenitve in obdelave z lektini na ločbo mAb z gelsko izključitveno 
kromatografijo. Vzorec se je nahajal v MES pufru z dodanim 300 mM NaCl in pH=5,0. Zelena linija 
predstavlja termično neobremenjen mAb, modra linija predstavlja termično obremenjen mAb pri 60 °C. 
Rdeča linija predstavlja termično termično obremenjen mAb obdelan z lektinom. 
Slika 25 prikazuje kromatogram vzorcev monoklonskih protiteles, ki so bili analizirani v 
TRIS pufru s 300 mM koncentracijo NaCl in pH=7,0. Zelena črta predstavlja potek elucije 
neobremenjenega vzorca, ki se je eluiral iz kolone po 23 minutah, kar je skladno s 
kromatogramoma na sliki 23 in 24. Primerjava vseh treh kromatogramov termično 
neobremenjenega mAb pokaže, da ionska jakost, pH in sestava vzorčnega pufra ne 
vplivajo bistveno na resolucijo. Seveda to ne velja v primerih, ko s pufrom spremenimo 
velikost ali stabilnost proteinov. Paziti moramo, da ima uporabljena mobilna faza pH 
vrednost v območju, ki je optimalna za specifično kolono. Tako lahko iz retencijskih časov 
termično neobremenjenih vzorcev sklepamo, da različne mobilne faze ne vplivajo na čas, 
ki je potreben za elucijo protitelesa iz kolone (Size exclusion …, 2014). 
 
Modra črta predstavlja potek elucije termično obremenjenega vzorca pri 60 °C, ki se je 
eluiral iz kolone po 14 minutah in predstavlja večje komplekse, ki se niso zadržali v porah 
kroglic. Drugi vrh je bil eluiran iz kolone po 22 minutah, kar je malo prej kot termično 
neobremenjeni vzorec. Na podlagi tega kromatograma bi lahko sklepali, da smo s termično 
obdelavo spremenili velikost protitelesa. Morda je prišlo do razvitja variabilnega področja 
protitelesa, ki je bolj občutljivo na termično obremenitev kot konstantno področje, 
kateremu pripisujejo slabšo konformacijsko stabilnost pri nižjih pH vrednostih (Vermeer in 
Norde, 2000). 
 
Rdeča črta predstavlja potek elucije vzorca, ki smo mu smo po termični obremenitvi dodali 
lektin. Obdelava je bila tudi tukaj neuspešna, saj smo dobili tri ločene vrhove. Prvi vrh 
predstavlja večje komplekse oz. agregate, drugi vrh termično obremenjeno protitelo in 
tretji vrh lektin, ki se eluira iz kolone po 30 minutah. Retencijski čas konkanavalina A je 
enak v vseh treh vzorcih z različnimi pufri. Ob vezavi lektina z manoznim ostankom na 
protitelesu bi v tem primeru morali videti samo dva vrhova. V primeru premajhne 
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prisotnosti enega od reaktantov bi bilo prisotnih več vrhov, saj ne bi prišlo do 
intereagiranja med vsemi molekulami lektina in denaturiranega proteina. Še vedno bi 
morali ločiti frakcijo inereagiranega kompleksa, saj bi se zaradi večje molske mase 




Slika 25: Vpliv termične obremenitve in obdelave z lektini na ločbo mAb z gelsko izključitveno 
kromatografijo. Vzorec se je nahajal v TRIS pufru z dodanim 300 mM NaCl in pH=7,0. Zelena linija 
predstavlja termično neobremenjen mAb, modra linija predstavlja termično obremenjen mAb pri 60 °C. 
Rdeča linija predstavlja termično termično obremenjen mAb obdelan z lektinom.  
S temi rezultati smo pokazali, da je naše protitelo najbolj stabilno v TRIS pufru pri 
pH=7˙0, saj je bil samo v tem vzorcu po obdelavi zaznan vrh, ki je imel podoben 
retencijski čas kot termično neobremenjeno protitelo. V ostalih dveh pufrih je prišlo po 
segrevanju do popolne agregacije, saj je celotni vrh na tem mestu izginil. V obeh primerih 
je bil termično obremenjen vzorec eluiran iz kolone po 13 minutah. Ta čas predstavlja 
mrtvi volumen/čas, kar pomeni, da so molekule tako velike, da se niso mogle zadržati v 
porah (Size exclusion …, 2014). Tako bi lahko rekli, da pH močno vpliva na stabilnost 
protitelesa.  
  
Z analiziranjem vzorcev na gelski izključitveni koloni smo po termični obremenitvi opazili 
spremembe v strukturi in velikosti protitelesa. Vendar pa nam ta metoda ne omogoča, da bi 
vedeli točno, kaj se je zgodilo s proteinom. Zato smo želeli poiskati bolj specifične 
informacije o strukturi. Odločili smo se, da bomo eksperiment izvedli tako, da bomo merili 
velikost molekul oz. hidrodinamski radij z dinamičnim sipanjem svetlobe (DLS), saj lahko 
s to metodo kombiniramo testiranje vpliva stresne situacije na formulacijo protitelesa in 
istočasno zaznamo agregacijo (Hawe in sod., 2011). 
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4.5 MERJENJE VELIKOSTI mAb NA PRINCIPU DINAMIČNEGA SIPANJA 
LASERSKE SVETLOBE (DLS) 
Glede na kromatograme pridobljene s SEC kromatografijo, smo se odločili, da bomo 
analizirali velikost molekul vzorca, raztopljenega v TRIS pufru. Za ta vzorec smo se 
odločili, ker je bil vrh po termični obremenitvi zamaknjen v levo (slika 25), kar pomeni, da 
je bil vzorec eluiran kasneje, torej je morala biti molekula malo večja, kot molekula 
neobremenjenega mAb. Primerjali smo velikost molekule termično neobremenjenega in 
termično termično obremenjenega protitelesa. Vzorec smo zopet termično obremenili v 
TRIS pufru s 300 mM koncentracijo NaCl in pH=7,0. Eno uro smo jih segrevali pri 55 ºC, 
60 ºC in 63 ºC. Tokrat smo se odločili za termično obdelavo pri 55 ºC namesto 50 ºC, saj 
smo pri rezultatih merjenja fluorescence termično obremenjenih vzorcev v TRIS pufru 
(slika 46, v prilogi) opazili, da ne pride do bistvene spremembe strukture protitelesa. Poleg 
termične obremenitve pri 60 ºC smo segrevali vzorec še pri 63 ºC, to pa zato ker smo pri 
ločbi termično obdelanih vzorcev v TRIS pufru z gelsko izključitveno kromatografijo 
(slika 25), opazili, da ne pride do popolne agregacije in smo želeli preveriti, do kakšnih 
strukturnih sprememb prihaja pri termični obremenitvi pri tej temperaturi. Nato smo vzorec 
prefiltrirali skozi filter z 0,22 µm porami in ga 2 mL prenesli v stekleno kiveto.  
 
Slika 26 prikazuje neobremenjeni vzorec v TRIS pufru s 300 mM koncentracijo NaCl in 
pH=7,0. Na grafu lahko vidimo dva vrha, ki predstavljata molekule različnih velikosti. Prvi 
graf predstavlja monomerne molekule monoklonskih protiteles, ki imajo velikosti 5,53 nm. 
Drugi vrh pa je predstavljal večje molekule, ki so velike 142 nm. V literaturi je naveden 
hidrodinamski radij monoklonskih protiteles med 5 in 6 nm. Naše protitelo, ki ni bilo 
termično obremenjeno, se sklada s temi vrednostmi, saj je njegov izmerjeni hidrodinamski 
radij 5,53 nm. Poleg tega vrha imamo še en vrh, ki predstavlja 142 nm velike molekule. 
Predpostavljamo, da so to agregati, ki jih nismo zaznali s kromatografijo ali pa je prišlo do 
agregacije med odmrzovanjem tega vzorca. Do takšnih topnih agregatov lahko pride že pri 
shranjevanju vzorca. Naše protitelo je zamrznjeno na -80 ºC in nato pred uporabo 
odmrznjeno, kar predstavlja možen vzrok za agregacijo (Mahler in sod., 2008). 
 
  
Slika 26: Prikaz hidrodinamskega radija termično neobremenjenega vzorca mAb (Int. – intenziteta, Rh – 
hidrodinamski radij [nm]). 
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Slika 27 prikazuje termično obremenjeni vzorec pri 55 ºC v TRIS pufru s 300 mM 
koncentracijo NaCl in pH=7,0. Na grafu lahko zopet vidimo dva vrha, ki predstavljata 
molekule različnih velikosti. Prvi vrh se je premaknil na desno, torej k večjim molekulam 
in kaže, da imamo v našem vzorcu 10,6 nm velike molekule. Poleg tega vrha je tudi manjši 
vrh, ki predstavlja veliko večje molekule, in sicer velikosti 112 nm.  
 
Termično obremenjen pri 55 ºC eno uro smo pred merjenjem prefiltrirali, da ne bi kakšni 
delci motili meritev DLS. Prvi vrh prikazuje molekule z velikostjo hidrodinamskega radija 
10,6 nm. Torej se je s termično obremenitvijo vzorca v TRIS pufru hidrodinamski radij 
protitelesa povečal iz 5,53 nm na 10,6 nm, kar bi lahko povezali z delno denaturacijo oz. 
delnim odprtjem molekule. Tudi tukaj imamo še drugi vrh, ki je velik 122 nm.  
 
 
Slika 27: Prikaz hidrodinamskega radija termično obremenjenega vzorca mAb pri 55 ºC (Int. – intenziteta, 
Rh – hidrodinamski radij [nm]). 
Slika 28 prikazuje termično obremenjen vzorec pri 60 ºC v TRIS pufru s 300 mM 
koncentracijo NaCl in pH=7,0. Prvi vrh nakazuje na podobno velike molekule kot pri 
drugem grafu. Predstavlja molekule s hidrodinamskim radijem 9,56 nm. Poleg tega vrha 
imamo še drugi vrh, ki predstavlja 222 nm velike molekule.  
 
Po termični obremenitvi vzorca pri 60 ºC v TRIS pufru s 300 mM koncentracijo NaCl in 
pH=7˙0, smo izmerili velikost hidrodinamskega radija 9,56 nm, ki je malenkost manjši kot 
pri vzorcu termično obremenjenem pri 55 ºC. Na grafu (slika 28) pa vidimo še drugi vrh, ki 
predstavlja večje molekule, in sicer s hidrodinamskim radijem 222 nm. Na podlagi teh 
rezultatov lahko predvidevamo, da se s termično obremenitvijo struktura protitelesa odpira, 
saj imajo monomerne oblike velikost pod 10 nm. V tem primeru se je velikost 
hidrodinamskega radija monoklonskega protitelesa povečala iz 5,53 nm na 10,6 nm. Topni 
agregati (dimeri, oligomeri itd.) so veliki vsaj nekaj deset nanometrov, lahko tudi do nekaj 
sto (Mahler, 2008). Istočasno z razvijanjem protiteles poteka tudi agregacija. Pri termični 
obremenitvi vzorca pri 60 ºC je bil vrh, ki predstavlja razvite monomere veliko manjši kot 
pri 55 ºC. Hkrati pa se je drugi vrh, ki je posledica prisotnosti agregatov, precej zvišal.  
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Slika 28: Prikaz hidrodinamskega radija termično obremenjenega vzorca mAb pri 60 ºC (Int. – intenziteta, 
Rh – hidrodinamski radij [nm]). 
Slika 29 prikazuje termično obremenjen vzorec pri 63 ºC v TRIS pufru s 300 mM 
koncentracijo NaCl in pH=7,0. Na grafu vidimo samo eden zelo širok vrh, ki predstavlja 
zelo velike molekule, in sicer 276 nm. Po eni uri termične obremenitve pri 63 ºC, je prišlo 
do popolne agregacije. Vrh pri 10 nm je izginil, pojavil pa se je zelo širok vrh z 
maksimumom pri 276 nm. Torej so bili v suspenziji samo še oligomeri oziroma multimeri, 
brez prisotnosti želenih monomerov. Povečanje temperature pospeši kemijske reakcije, kot 
sta oksidacija in deamidacija protiteles, kar lahko privede do višje stopnje agregacije. Višja 
temperatura ima tudi direktni vpliv na konformacijo polipeptidnih verig na nivoju 
kvartarne, terciarne in sekundarne strukture. Prav tako vodi višja temperatura v razvijanje 




Slika 29: Prikaz hidrodinamskega radija termično obremenjenega vzorca mAb pri 63 ºC (Int. – intenziteta, 
Rh – hidrodinamski radij [nm]). 
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4.6 PREDOBDELAVA mAb NA KROMATOGRAFSKI KOLONI Z VEZANIM 
PROTEINOM A 
Naša druga hipoteza navaja, da lahko z reverzibilno vezavo mAb na protein A, 
spremenimo njegovo konformacijo. Uporabili smo vzorec mAb, ki je bil raztopljen v TRIS 
pufru s 300 mM koncentracijo NaCl in pH=7,0. Da bi preverili to predpostavko, smo 
izvedli poskus s kromatografsko kolono, na kateri je bil vezani protein A. To, smo izvedli, 
tako da smo vzorec mAb injicirali na kolono z vezanim proteinom A. Monoklonsko 
protitelo, ki se ni takoj eluiralo iz kolone, se je vezalo s konstantnim področjem na 
stacionarno fazo. Vzorec smo eluirali iz kolone z acetatnim pufrom, ki je imel pH=4,0. 
Eluirano frakcijo protitelesa smo lovili v dve mikrocentrifugirki, od katerih je ena 
vsebovala raztopino konkanavalina A. Nato smo s SEC kromatografijo preverili velikost 
eluiranega protitelesa in eluiranega protitelesa z dodanim lektinom. 
 
  
Slika 30: Prikaz predobdelave z reverzibilno vezavo mAb na protein A in spiranja iz kolone s spremembo pH 
vrednosti. 
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Slika 31: Prikaz vpliva predobdelave z reverzibilno vezavo mAb s proteinom A na ločbo z gelsko 
izključitveno kromatografijo. Rdeča linija predstavlja termično obremenjen mAb, modra linija predstavlja 
termično obremenjen mAb obdelan z lektinom.  
Monoklonsko protitelo, ki smo ga eluirali iz kolone z vezanim proteinom A, smo injicirali 
na SEC kolono. Iz Slike 31 (rdeča črta) je razvidno, da je retencijski čas znašal 23 minut. 
To je enak retencijski čas, kot pri protitelesu, ki ni bilo v stiku s proteinom A. Tako, lahko 
trdimo, da se konformacija protitelesa ni spremenila toliko, da bi to lahko zaznali z gelsko 
izključitveno kromatografijo. Nato smo analizirali še protitelo, ki smo ga zmešali z 
lektinom (modra črta). Na kromatogramu vidimo dva ločena vrhova, kar pomeni, da lektin 
ni vezal protitelesa.  
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5 SKLEPI 
Poglavitni namen raziskovalne naloge je zajemala že naša prva hipoteza, saj smo želeli 
optimizirati segrevanje raztopin monoklonskih protiteles, brez nastanka agregatov. S 
termično obremenitvijo smo želeli doseči delno razvitje proteinske strukture. S tem bi 
sprostili glikane na površje molekule in tako omogočili analizo sladkorjev z lektini. 
Detekcija sladkornih verig z vezavo na lektine je veliko hitrejša metoda za določanje 
prisotnosti glikanske heterogenosti kot dosedanje konvencionalne metode.  
 
Iskali smo metodo, s katero bi lahko najhitreje potrdili denaturacijo oziroma razvitje 
proteina. Želeli pa smo se držati meje, pri kateri ne bi prišlo do agregacije mAb. 
Eksperimenta smo se lotili z analiziranjem termično obremenjenih mAb z ionsko 
izmenjevalno kromatografijo. To metodo smo izbrali, ker je izredno hitra, občutljiva in 
ponovljiva. Teoretično bi ob odprtju strukture protitelesa izpostavili terminalne konce 
glikanov. Sialične kisline, ki so del kompleksnih glikanov, prispevajo k negativnemu 
naboju protitelesa. Na podlagi tega smo želeli z monolitnimi kolonami, ki so imele vezan 
močen kationski izmenjevalec, ločiti izooblike mAb glede na njihov neto naboj. Na ta 
način nam ni uspelo dokazati denaturacije protitelesa.  
 
Poskusili smo najti optimalne pogoje, pri katerih bi se monoklonsko protitelo delno odprlo 
ob odsotnosti agregacije. Tega poskusa smo se lotili z merjenjem intenzitete izsevane 
fluorescence pri 330 in 350 nm, svetlobo smo vzbujali pri 280 nm. Nato smo iz izmerjene 
fluorescence pri 350 in 330 nm izračunali faktor F350/F330, ki je pokazal, pri katerem 
vzorcu je prišlo do najvišje denaturacije oz. odpiranja strukture. Ugotovili smo, da pride do 
najbolj izrazitih sprememb strukture protitelesa po segrevanju vzorca v acetatnem in MES 
pufru pri nižjih vrednostih pH. Opazili smo tudi, da prisotnost večje koncentracije soli v 
pufru, dodatno destabilizira strukturo proteina. S to metodo zaznavamo aromatske 
aminokisline (npr. triptofan), ki fluorescirajo. Triptofan se, zaradi svojega hidrofobnega 
značaja nahaja v notranjosti molekule. Ob stresu prihaja do denaturacije oz. delnega 
odprtja strukture in tako prihaja do izpostavljenosti triptofanov. S tem se spremeni 
intenziteta izsevane fluorescence. Slaba stran metode je, da ne moremo zaključiti, v 
katerem delu proteina je prišlo do sprememb strukture, saj se triptofani nahajajo na 
različnih predelih protitelesa. 
 
Prisotnost agregatov smo dokazovali z merjenjem absorbance in gelsko izključitveno 
kromatografijo. Z gelsko izključitveno kromatografijo smo zaznali agregate tudi v vzorcih, 
kjer jih z merjenjem absorbance nismo zaznali. Tako lahko sklepamo, da merjenje 
absorbance pri 600 nm, ni dovolj občutljiva metoda. Zazna samo večje in netopne 
agregate. Medtem ko s SEC kromatografijo detektiramo tudi veliko manjše in topne 
agregate. Z gelsko kromatografijo smo testirali vzorce, ki so imeli največji signal 
fluorescence po termični obremenitvi. Pri vzorcih v acetatnem in MES pufru je prišlo do 
popolne agregacije, pri vzorcu termično obremenjen v TRIS pufru pa je prišlo samo do 
delne agregacije. Glavni vrh, ki predstavlja se je eluiral, je pripotoval iz kolone eno minuto 
prej. To bi lahko nakazovalo na spremembo strukture monomera. Z razvitjem molekule, bi 
se povečal hidrodinamski radij in zato bi molekula potovala hitreje. Če se je struktura 
protitelesa spremenila, smo preverjali tudi vezavo z lektini. Lektin se specifično veže s 
protitelesom, saj prepozna glikane. V našem eksperimentu smo uporabili konkanavalin A, 
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ki veže ostanke manoze. Termično obremenjeno protitelo smo zmešali z lektinom in 
preverjali spremebo velikosti na SEC kromatografiji. V nobenem vzorcu ni prišlo do 
vezave med lektinom in protitelesom. 
 
Velikost termično termično obremenjenih mAb smo analizirali tudi z dinamičnim sipanjem 
svetlobe. To smo naredili s pomočjo merjenja velikosti hidrodinamskega radija molekul. 
Testirali smo segrete in nesegrete vzorce v TRIS pufru. V termično neobremenjenem 
vzorcu smo zaznali delce s hidrodinamskim radijem velikosti 5,5 nm, medtem ko naj bi 
hidrodinamski radij delcev v segretih vzorcih (T = 55 in 60 °C) znašal okoli 10 nm. To je 
še vedno velikost, ki ustreza monomerom, zato lahko sklepamo, da je prišlo do razvitja 
molekule. V vseh vzorcih so bili prisotni tudi topni agregati.  
 
V zadnjem eksperimentu smo preverili drugo hipotezo, ki predpostavlja, da se ob 
reverzibilni vezavi protitelesa na protein A, spremeni njegova konformacija. Protitelo smo 
injicirali na kolono z vezanim proteinom A in nato lovili eluirano frakcijo v 
mikrocentrifugirko z lektinom. Z gelsko izključitveno kromatografijo smo ovrgli to 
hipotezo, saj ni prišlo do detektirane konformacijske spremembe protitelesa. Prav tako ni 
prišlo do vezave med lektinom in mAb. 
 
Na podlagi rezultatov smo zaključili naslednje: 
 
 Termične obremenitve protiteles ni možno opraviti brez agregacije. Agregati so 
univerzalen izraz za vse vrste multimernih struktur, ki jih tvorijo kovalentne vezi 
ali nekovalentne interakcije. Do agregacije prihaja zaradi različnih stresov, ki jih 
molekula doživi in se jim ne moremo izogniti v biofarmacevtski industriji. Prav 
tako imamo različne vrste agregatov, ki so različnih velikosti in topnosti. Iz tega 
razloga je detektiranje in karakterizacija agregatov eden glavnih izzivov v 
zagotavljanju kakovosti zdravila. 
 Z reverzibilno vezavo protitelesa na protein A ni mogoče spremeniti njegove 
konformacije. Vsaj ne v taki meji, da bi to lahko zaznali s SEC kromatografijo. 
Njegovo konformacijo bi lahko analizirali še z DLS, vendar se tukaj poraja 
vprašanje, ali je ta spremenjena konformacija stabilna dalj časa, ali se že ob 
spiranju spremeni nazaj v nativno. 
 Termična obremenitev protiteles nima vpliva na interakcijo z lektinom. V tem 
primeru nima vpliva na interakcijo s konkanavalinom A. Morda ima konkanavalin 
prenizko afiniteto vezanja protitelesa in ne pride do vezave. Morda v analiziranem 
vzorcu mAb ni dovolj terminalnih manoz in zato ni prišlo do vezave. Za bolj 
podrobne zaključke bi bile potrebne nadaljnje raziskave. Termično obremenjeni 
vzorec bi lahko testirali z metodo BLI (Interferometrija z biološkimi plastmi), kjer 
bi na izpostavljene glikane vezali različne lektine. Tako bi dobili celotno sliko 
kateri glikani so prisotni v našem protitelesu. 
 Predobdelava protiteles ima vpliv na ločbo z ionsko kromatografijo, saj smo videli, 
da pride do spremembe afinitete mAb do močnega kationskega izmenjevalca. 
Vendar pa žal ne vemo, kaj predstavlja katera frakcija. Zato bi tudi tu lahko 
različne frakcije lovili in posledično testirali z BLI metodo, da bi dobili informacijo 
o strukturi molekul, ki se nahajajo v teh frakcijah. 
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6 POVZETEK 
Monoklonska protitelesa spadajo med biološka zdravila, ki so proizvedena s tehnologijo 
rekombinantne DNA. Biološka zdravila vsebujejo aktivne učinkovine, ki so velike 
molekule, sintetizirane v celičnih sistemih. Uporabljajo se za zdravljenje, diagnosticiranje 
ali za preprečevanje različnih bolezni. Njihova aktivna učinkovina je od 200 do 1000-krat 
večja od aktivne učinkovine v klasičnih zdravilih, kjer so večinoma majhne molekule. 
Poleg tega so tudi veliko kompleksnejše iz strukturnega vidika. Biološke aktivne 
učinkovine so izjemno občutljive na proizvodne pogoje, saj lahko že majhne spremembe 
pripeljejo do razlik v strukturi in stabilnosti končnega produkta. Prav zaradi tega jih je 
veliko težje proizvesti in analizirati. 
 
Terapevtska monoklonska protitelesa prepoznajo antigene, ki so izraženi na celični 
površini. S konstantnim področjem vklopijo receptor FcγR na efektorskih celicah 
(monocitih, makrofagih, celicah naravnih ubijalkah, nevtrofilcih, eozinofilcih in 
dendritičnih celicah) ali pa se vežejo na C1q. Tako lahko monoklonska protitelesa izzovejo 
imunske reakcije, kot so od protiteles odvisna celična fagocitoza (ADCP), od protiteles 
odvisna celična citotoksičnost (ADCC) in od komplementa odvisna citotoksičnost (CDC).  
 
Za proizvodnjo uporabljamo različne ekspresijske sisteme, zaradi katerih prihaja do 
različnih post-translacijskih modifikacij. Celične linije CHO so največkrat uporabljene za 
izražanje glikoproteinov zaradi njihove obsežne karakterizacije in sposobnosti za 
glikozilacijo, ki je podobna človeški. Glikozilacija je zelo kritična modifikacija 
terapevtskih proteinov, za katero je znano, da spreminja izkoristek, učinkovitost, topnost, 
stabilnost (predvsem pred proteolizo), imunogenost in hitrost izločanja učinkovine iz telesa 
(obtoka). 
 
Ustrezna glikozilacija je eden od kritičnih atributov kakovosti, ki mora biti skrbno 
kontroliran, da se zagotovi varnost in učinkovitost komercialnih mAb. Prav zato je 
temeljita karakterizacija vsebnosti sladkornih ostankov, strukture sladkorne verige in 
glikozilacijskih mest, ki so prisotna na protitelesu, ključnega pomena. Natančna 
karakterizacija tipično zahteva encimsko predobdelavo (s PNGazami). Mi smo poskusili ta 
korak izpeljati brez encimov, s predobdelavo (sprememba pH, ionske moči, prisotnost 
detergenta, segrevanje) raztopin protiteles. Pri tem smo se želeli izogniti nastanku 
agregatov. 
 
S predobdelavo bi potencialno razvili strukturo protitelesa in izpostavili glikane površju. V 
primeru vsebnosti terminalnih sialičnih kislin bi se neto naboj protiteles spremenil. Tako bi 
lahko ločili med neobdelanimi in predobdelanimi raztopinami protiteles, ki imajo strukturo 
delno odprto. Razvijanje protiteles smo spremljali tudi z merjenjem fluorescence, saj se ob 
stresu in spremembi strukture, spremeni signal fluorescence. Triptofani skriti v notranjosti 
strukture se ob odprtju izpostavijo topilu in pride do spremembe intenzitete izsevane 
fluorescence. S to metodo nismo mogli dokazati, katero področje protitelsa se denaturira 
oz. delno odpre. Istočasno smo z merjenjem absorbance pri 600 nm merili prisotnost 
agregatov. Nato smo vzorce z najbolj optimalnimi pogoji analizirali še s SEC 
kromatografijo, kjer smo pri vseh termično obremenjenih vzorcih detektirali prisotnost 
agregatov. Zadnja metoda, s katero smo spremljali spremembo strukture, je bila metoda 
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DLS. S to metodo smo merili hidrodinamske radije neobremenjenih in termično 
obremenjenih vzorcev. Rezultati so pokazali spremembo radija iz 5 nm na 10 nm, po 
termični predobdelavi. Po teh rezultatih sklepamo, da je prišlo do delnega razvitja 
molekule protitelesa. Ampak še vedno ne moremo trditi, katero področje protitelesa se je 
denaturiralo oz. delno razvilo pri segrevanju na 55, 60 in 63 °C.  
 
Termično obremenjene vzorce smo poskušali vezati z lektinom konkanavalin A. Če bi do 
vezave prišlo, bi lahko z gotovostjo potrdili, da se je naše protitelo delno odprlo v 
konstantnem področju težke verige CH2, kjer so skriti glikani. Vezavo smo preverili z 
analiziranjem velikosti molekul z gelsko izključitveno kromatografijo. Do vezave med 
mAb in lektinom ni prišlo, saj smo dobili dva ločena vrhova. Za dokazovanje vpliva 
predobdelave na vezavo z lektini bi bile potrebne še nadaljnje raziskave.  
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Sprektrofotometrično določanje prisotnosti agregatov po predobdelavi mab 
Acetatni pufer – 40 °C 
 
Pril. A1: Vpliv termične obremenitve mAb na razvijanje molekule. Vzorec je bil segret na 40 °C v acetatnem 
pufru z dodanim NaCl (50 mM, 150 mM in 300 mM) in pH=4˙0, 5˙0, 6˙0. Prva meritev je bila opravljena pri 
25 °C, druga takoj po segrevanju (40 °C) in tretja eno uro po segrevanju, ko se je vzorec ohladil (25 °C). 
Acetatni pufer – 50 °C 
 
Pril. A2: Vpliv termične obremenitve mAb na razvijanje molekule. Vzorec je bil segret na 50 °C v acetatnem 
pufru z dodanim NaCl (50 mM, 150 mM in 300 mM) in pH=4˙0, 5˙0, 6˙0. Prva meritev je bila opravljena pri 
25 °C, druga takoj po segrevanju (50 °C) in tretja eno uro po segrevanju, ko se je vzorec ohladil (25 °C). 
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MES pufer – 40 °C 
 
Pril. A3: Vpliv termične obremenitve mAb na nastanek agregatov. Vzorec je bil segret na 40 °C v MES pufru 
z dodanim NaCl (50 mM, 150 mM in 300 mM) in pH=5˙0, 6˙0. Prva meritev je bila opravljena pri 25 °C, 
druga takoj po segrevanju (40 °C) in tretja eno uro po segrevanju, ko se je vzorec ohladil (25 °C). 
MES pufer –50 °C 
 
Pril. A4: Vpliv termične obremenitve mAb na nastanek agregatov. Vzorec je bil segret na 50 °C v MES pufru 
z dodanim NaCl (50 mM, 150 mM in 300 mM) in pH=5˙0, 6˙0. Prva meritev je bila opravljena pri 25 °C, 
druga takoj po segrevanju (50 °C) in tretja eno uro po segrevanju, ko se je vzorec ohladil (25 °C). 
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MES pufer + Tween 20 – 40 °C 
 
Pril. A5: Vpliv termične obremenitve mAb na nastanek agregatov. Vzorec je bil segret na 40 °C v MES pufru 
z dodanim NaCl (50 mM, 150 mM in 300 mM), detergentom (tween 20)  in pH=5˙0, 6˙0. Prva meritev je bila 
opravljena pri 25 °C, druga takoj po segrevanju (40 °C) in tretja eno uro po segrevanju, ko se je vzorec 
ohladil (25 °C). 
MES pufer + Tween 20 – 50 °C 
 
 
Pril. A6: Vpliv termične obremenitve mAb na nastanek agregatov. Vzorec je bil segret na 50 °C v MES pufru 
z dodanim NaCl (50 mM, 150 mM in 300 mM), detergentom (tween 20)  in pH=5˙0, 6˙0. Prva meritev je bila 
opravljena pri 25 °C, druga takoj po segrevanju (50 °C) in tretja eno uro po segrevanju, ko se je vzorec 
ohladil (25 °C). 
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TRIS pufer (+/- Tween 20) – 40 °C 
 
Pril. A7: Vpliv termične obremenitve mAb na nastanek agregatov. Vzorec je bil segret na 40 °C v TRIS 
pufru z dodanim NaCl (50 mM, 150 mM in 300 mM), detergentom (tween 20) in pH=7,0. Prva meritev je 
bila opravljena pri 25 °C, druga takoj po segrevanju (40 °C) in tretja eno uro po segrevanju, ko se je vzorec 
ohladil (25 °C). 
TRIS pufer (+/- Tween 20) – 50 °C 
 
 
Pril. A8: Vpliv termične obremenitve mAb na nastanek agregatov. Vzorec je bil segret na 50 °C v TRIS 
pufru z dodanim NaCl (50 mM, 150 mM in 300 mM), detergentom (tween 20) in pH=7,0. Prva meritev je 
bila opravljena pri 25 °C, druga takoj po segrevanju (50 °C) in tretja eno uro po segrevanju, ko se je vzorec 
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Spremljanje sprememb strukture mab s spektrofotometričnim merjenjem 
 
Acetatni pufer – 40 °C  
 
Pril. B1: Vpliv termične obremenitve mAb na razvijanje molekule. Vzorec je bil segret na 40 °C v acetatnem 
pufru z dodanim NaCl (50 mM, 150 mM in 300 mM) in pH=4˙0, 5˙0, 6˙0. Prva meritev je bila opravljena pri 
25 °C, druga takoj po segrevanju (40 °C) in tretja eno uro po segrevanju, ko se je vzorec ohladil (25 °C). 
MES pufer – 40 °C 
 
Pril. B2: Vpliv termične obremenitve mAb na razvijanje molekule. Vzorec je bil segret na 40 °C v MES 
pufru z dodanim NaCl (50 mM, 150 mM in 300 mM) in pH=5˙0, 6˙0. Prva meritev je bila opravljena pri 25 
°C, druga takoj po segrevanju (40 °C) in tretja eno uro po segrevanju, ko se je vzorec ohladil (25 °C). 
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MES pufer – 50 °C 
 
Pril. B3: Vpliv termične obremenitve mAb na razvijanje molekule. Vzorec je bil segret na 50 °C v MES 
pufru z dodanim NaCl (50 mM, 150 mM in 300 mM) in pH=5˙0, 6˙0. Prva meritev je bila opravljena pri 25 
°C, druga takoj po segrevanju (50 °C) in tretja eno uro po segrevanju, ko se je vzorec ohladil (25 °C). 
MES pufer + Tween 20 – 40 °C 
 
Pril. B4: Vpliv termične obremenitve mAb na razvijanje molekule. Vzorec je bil segret na 40 °C v MES 
pufru z dodanim NaCl (50 mM, 150 mM in 300 mM), detergentom (Tween 20) in pH=5˙0, 6˙0. Prva meritev 
je bila opravljena pri 25 °C, druga takoj po segrevanju (40 °C) in tretja eno uro po segrevanju, ko se je vzorec 
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MES pufer + Tween 20 – 50 °C 
 
Pril. B5: Vpliv termične obremenitve mAb na razvijanje molekule. Vzorec je bil segret na 50 °C v MES pufru 
z dodanim NaCl (50 mM, 150 mM in 300 mM), detergentom (Tween 20) in pH=5˙0, 6˙0. Prva meritev je 
bila opravljena pri 25 °C, druga takoj po segrevanju (50 °C) in tretja eno uro po segrevanju, ko se je vzorec 
ohladil (25 °C). 
TRIS pufer (+/- Tween 20) - 40°C 
 
Pril. B6: Vpliv termične obremenitve mAb na razvijanje molekule. Vzorec je bil segret na 40 °C v TRIS 
pufru z dodanim NaCl (50 mM, 150 mM in 300 mM), detergentom (tween 20) in pH=7,0. Prva meritev je 
bila opravljena pri 25 °C, druga takoj po segrevanju (40 °C) in tretja eno uro po segrevanju, ko se je vzorec 
ohladil (25 °C). 
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Pril. B7: Vpliv termične obremenitve mAb na razvijanje molekule. Vzorec je bil segret na 50 °C v TRIS 
pufru z dodanim NaCl (50 mM, 150 mM in 300 mM), detergentom (tween 20) in pH=7,0. Prva meritev je 
bila opravljena pri 25 °C, druga takoj po segrevanju (50 °C) in tretja eno uro po segrevanju, ko se je vzorec 
ohladil (25 °C). 
 
